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Introduction

La creme fraiche est un produit alimentaire qui renferme, en plus de sa teneur élevée en eau,
plusieurs autres nutriments tels que les protéines, les glucides, les vitamines liposolubles et surtout
la matiere grasse, ce qui la rend sujette a différents types d'atérations microbienne et

physicochimique.

Une dtération de la qualité hygiénique de la creme fraiche met en cause la santé du
consommateur, cette atération est généraement invisible, elle est due a un développement de
microorganismes pathogenes responsables d’intoxications alimentaires de gravités diverses. Une
autre altération de la qualité marchande de la creme fraiche modifie ses caractéristiques plastiques
et organol eptiques (rancissement, atération du godt), cette altération bien que non dangereuse pour

le consommateur, rend ce produit non commercialisable (Bouix et Leveau, 1984).

L’ oxydation de la matiere grasse est probablement la transformation chimique causant le
probleme majeur en technologie laitiere surtout dans la creme fraiche en raison de sa teneur élevée
en matiere grasse (Collomb et Spahni, 1996). La conségquence la plus perceptible de celle-ci est
I” apparition d’ odeurs désagréables qui conduisent souvent au rejet du produit par le consommateur
(Prior, 2003).

L’industrie alimentaire utilise les huiles essentielles pour rehausser le golt, aromatiser et
colorer les aliments (Aprotosoaie et al., 2010). D’ autre part, les huiles essentielles possedent des
profils de composition chimique différents permettant de les utiliser comme agents naturels de

conservation des aiments (Holley et al., 2005).

Plusieurs éudes ont été menées sur les activités biologiques des huiles essentielles de Citrus
limon, telles que I’ activité antioxydante (Himed, 2011 et Hellal 2011) et |’ activité antimicrobienne
(Hammer et al., 1999; Caccioni et al., 1998; Moreira et al., 2005). Ces dernieres sont avérées un
moyen trés prometteur pour pallier les risques d’ atérations causes par les microorganismes ou par
I” oxydation des lipides.

C’ est dans cette optique que s articule la présente étude, dont les principaux objectifs visent la
possibilité d utilisation de leur huile essentielle comme agent naturel conservateur et aromatique

danslacreme fraiche.

Hormis I’introduction et la conclusion, le manuscrit est donc structuré en trois grandes parties.

La premiere partie consiste en une synthése bibliographique mettant |’ accent sur trois principaux

1
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volets qui sont |” huile essentielle de Citrus limon, les additifs alimentaires et la créme fraiche. Dans
la deuxiéme partie, nous avons tout d abord décrit le matériel végétal utilisé ains que la méthode
d extraction et d’évaluation des activités biologiques (antioxydante et antimicrobienne) de |’ huile
essentielle du C. limon. Enfin, nous avons appliqué I'huile essentielle (avec ses différentes
concentrations) a la creme fraiche, en effectuant quelques analyses physicochimiques et
microbiologiques et une caractérisation sensorielle des nouveaux produits obtenus. La troisiéme
partie a été consacrée aux résultats obtenus, elle a été agencée en trois étapes. La premiére étape a
concerné tout d'abord les caractéristiques du fruit utilisé, la cinétique et le rendement d’ extraction.
La deuxiéme étape a éé focalisée sur les activités biologiques de I'huile essentielle du citron
(activités antioxydante et antimicrobienne). Les résultats physicochimiques, microbiologiques et
sensoriels des crémes élaborées ont été présentés et discutés dans la troisieme étape, suivis d’ une

conclusion générale et des perspectives.
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1. Huileessentielle de Citruslimon
1.1. Généralités sur lecitron
1.1.1. Description del’arbre

Le citronnier est un petit arbre épineux a feuilles persistantes, atteignant 3 a 6 m de hauteur, a
cime étalée et peu dense, au feuillage vert claire. Les feuilles composées, unifoliolées, aternées, de
formes variables, lancéolées et dliptiques, a bord denticulé, de taille tres variable de 5 a 10 cm. Les
fleurs sont blanches et odorantes (Clement, 1981). Le fruit est de forme ovale, avec un mamelon
plus au moins apparent a leur extremité. La peau fine est colorée en jaune a maturité du fruit ; elle
est pourvue de nombreuses glandes ol éiféres renfermant des essences. La pulpe, de coloration jaune
ou verdatre, est généralement riche en acide citrique, ce qu’il lui donne sa saveur acide (Blancke,
2001).

1.1.2. Classification botanique
Selon Padrini et Lucheroni (1996), la classification de citron est la suivante :
Regne: Plantae
Embranchement : Spermaphytes
Classe : Eudicotylédones
Ordre: Sapindales
Famille: Rutaceae
Genre: Citrus

Espece: Citruslimon

1.1.3. Composition du fruit

Comme tous les agrumes, le citron est un fruit tres juteux renfermant 90% d’ eau, fortement
acide (pH inférieur a 3). L’ acidité est due essentiellement a |’ acide citrique accompagné de faibles
quantités d’ acides malique, caféque et férulique. Le fruit du a une haute teneur en vitamine C (40 a
50 mg/100qg) et d'un large éventail de vitamines du groupe B avec des quantités considérables de
flavonoides (naringosides et héspéridosides). La teneur de ce fruit en glucides est faible mais les
fibres (cellulose, hémicelluloses et pectines) représentent 2,1% du poids total. La teneur en
protéines ne dépasse pas 1¢g/100g. Diverses substances minérales ont été identifiées dans le citron a
une concentration de 0,59/100g dont le potassium est le minéral le plus abondant (tableau 1)
(Vanet, 2001).

L’arbme du citron résulte de ses huiles essentielles (HE) abondantes dans les vacuoles de
I”écorce; il s'agit d’'un mélange de limonene, du citral, du citronnellal et des coumarines (Leclerc,
1984).
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Tableau 1. Composition biochimigue moyenne du citron (pour 100g de fruit frais)

(Souci et al., 1996).

Composition Teneur
Eau 90,209
Glucides 3169
Protéines 0,70g
Lipides 0,609
Acides organiques 4889
Fibres alimentaires 0,50g
Lesvitamines 51,26 mg
L es minéraux 211,95 mg
Apports énergétiques 36,48 K Calories

1.2. Huile essentielle de Citrus limon
1.2.1. Généralités sur leshuiles essentielles

1.2.1.1. Définitions

Les HE sont des mélanges de divers produits issus d une espece végetale, ces mélanges
passant avec une certaine proportion d'eau lors d’'une digtillation effectuée dans un courant de
vapeur d’ eau. Cette définition peut étre éendue aux HE obtenues par expression afroid de I’ écorce
ou zeste des fruits de Citrus, a cause de I’intervention de I’ eau dans les procédés mécaniques pour
entrainer le produit libéré des alvéoles oléiféres (Boushia, 2004).

Selon Bernard et al. (1988), le nom d essences ou huiles essentielles désigne les principes
volatiles généralement odoriférants synthétisés par |’organisme végétal. Ces composés ont la
propriété de se solubiliser dans les huiles et les graisses. Par conséquent, ils ont recu empiriquement
le nom d huile essentielle. Le terme « huile » souligne le caractére visqueux et hydrophobe de ces
substances et le terme « essentielle » désigne la caractéristique principale de la plante a travers ses
exhalaisons.

L’ association frangaise de normalisation (AFNOR, 2000) définit une huile essentielle comme
étant un produit obtenu a partir d’ une matiére végétale, soit par entrainement ala vapeur d’ eau, soit
par des procédés mécaniques, soit par ditillation a sec a partir de I’ épicarpe des Citrus. L huile

essentielle est ensuite séparée de |a phase aqueuse par des proceédés physiques.
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L’ office fédéral de la santé publique (OFSP, 2009) a défini I huile essentielle comme |’ extrait
naturel de plantes ou d'arbres aromatiques. Les substances aromatiques naturelles, appelées
essences, sont produites dans des glandes specialisées de différentes parties des plantes (fleur,
feuille, tige, écorce, racine, fruit, graine). L’ huile essentielle ne se compose que de substances
aromatiques volatiles, elle est soluble dans I'huile et dans I’acool mais pas dans |’eau. Il existe
plusieurs techniques pour obtenir des huiles essentielles dont la principale et 1a plus ancienne est la

distillation alavapeur d eau.

1.2.1.2. Role physiologique

Beaucoup de plantes produisent des huiles essentielles en tant que métabolites secondaires. Ces
derniers ne sont pas essentiels pour la croissance des plantes (Croteau et al., 2000).

Dernierement, des éudes ont montré que dans les plantes, les huiles essentielles ont pour
fonction d attirer les insectes pollinisateurs ou repousser les insectes hostiles. Un certain nombre
d entre elles ont également des propriétés antiseptiques, insecticides, fongicides et bactéricides
(Carson et Hammer, 2011).

1.2.1.3. Localisation et lieu de biosynthese del’ huile essentielle de Citrus limon

Les plantes du genre Citrus font partie de la famille des Rutaceae qui sont caractérisées par la
présence, dans les feuilles, fleurs, tiges et péricarpes des fruits, de poches schizolysigénes contenant
de I’essence aromatique. Ce sont des poches dont la formation initiale est identique a celle des
poches schizogénes, mais en plus des cloisonnements radicaux, les cellules sécrétrices de bordure
subissent également des cloisonnements tangentiels, ce qui donne plusieurs assises de cellules
secrétrices (Goris, 1967). Dans les fleurs de plantes du genre Citrus, les poches sécrétrices se
situent dans le parenchyme des pétales, sous I’épiderme. Le fruit du citron se compose de
I’ épicarpe, I’endocarpe et du mésocarpe. Ce dernier comprend I’ abédo et le flavédo qui est une
zone colorée contenant les poches schizolysigenes réparties de fagon tres irréguliere (Figure 1)
(Ferhat et al., 2010).
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Figure 1. Poches sécrétrices des huiles essentielles des Citrus : (A) dansfeuilles, (B) dans
les flavédo, (C) dans les pétales (Ferhat et al., 2010).

Les trichomes glandulaires sont les sites primaires de la biosynthése d huile essentielle. Les

plantes qui manquent de telles structures spécialisees synthétisent et amassent seulement des traces

de monoterpénes.
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1.2.1.4. Composition chimique

Bien qu’une huile essentielle puisse contenir un grand nombre d ééments biochimiques, les
molécules les plus fréguemment rencontrées sont : les terpénes, les acools, les cétones, les
aldéhydes, les esters et les éthers. Ces molécules peuvent agir en synergie, ce explique alafois leur
efficacité, mais auss la polyvalence, dans la mesure ou €elles y sont le plus souvent, certes a des
concentrations différentes, toutes présentes dans les huiles essentielles. L’ensemble de leurs
constituants se caractérise par un faible poids moléculaire (Girard, 2010).

D’apres Mondello et al. (2005), les huiles essentielles d’ agrumes sont des mélanges comportant
plus de 200 composés qui peuvent étre regroupes en fractions non volatile (1-15 %) et volatile (85-
99 %). Cette derniere fraction contient principa ement des monoterpenes et des sesquiterpéenes ainsi
gu’ une petite quantité de monoterpenes oxygenes (fonctions aldéhydes, cétones, alcools et esters).
Les terpénes sont des dérivés de I'isopréne CsHg (2-méthylbutadiene) et ont pour formule de base
des multiples de celle-ci, c'est-a-dire (CsHg),. Les monoterpénes ont pour formule CyoHis €t les
sesquiterpenes CisHo4. La partie non volatile contient des acides gras, des stérols, des caroténoides,
des cires, des coumarines, des psoralenes et des flavonoides (Mondello et al., 2003).

L’ essence de Citrus limon est composée de 92% a 93% de terpenes dont le d-limonéne est le
plus abondant (Iserin et al., 2001 ; Ferhat et al., 2010), de sesquiterpenes, d’ aldéhydes (dont le citral
est le plus dominant) et d’ esters (Iserin et al., 2001).

1.2.1.5. Facteursinfluencant la qualité des huiles essentielles

Les huiles essentielles présentent une tres grande variabilité, tant au niveau de leur
composition, qu’au plan du rendement des plantes d’ origine. Cette variabilité peut s expliquer par
des facteurs intrinseques et des facteurs extrinseques. Les facteurs intrinségques sont liés a |’ espece,
au type de clone, al’ organe concerné et au degré de maturité du végétal concerné, voire au moment
de la récolte au cours de la journée (Besombas, 2008). Les conditions externes soit géographiques
(latitude, altitude), édaphiques (nature du sol) ou climatiques (ensoleillement ou photopériodisme,
température, pluviométrie) ont un effet sur la composition des essences (Olle et Bender, 2010). Les
conditions culturales telles que la date de semis, |a date de récolte, les traitements phytosanitaires,
I’emploi d’engrais, ainsi que les techniques de récolte influencent aussi la composition et le

rendement des huiles essentielles (Aprotosoaie et al., 2010).

1.2.1.6. Production mondiale des huiles essentielles
La production mondiale en huiles essentielles est en nette évolution. Elle atteint plus de 35000

tonnes ces derniéres années. La production mondiale en huiles essentielles du citron occupe une
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place non négligeable; ele vient en 3ome rang apres celles de I'orange et de la menthe japonaise
avec 9200 tonnes. Les principaux producteurs sont I’ Argentine, I’ Italie et |'Espagne (tableau 2)
(Perfumer et Flavorist, 2009).

Les principaux pays producteurs des huiles essentielles se retrouvent a travers tous les
continents, notamment certains pays méditerranéens tels que I'ltalie, I'Espagne, le Portugd, la
France, la Croatie, I'Albanie et la Gréce. Le continent asiatique, avec sa diversité de climats,
semble étre le producteur le plus important d'huiles essentielles dont la Chine et I'Inde jouent un
réle important dans la production mondiale suivies de I'Indonésie, du Sri Lanka et du Vietnam.
Tandis que certains pays producteurs des huiles essentielles en Afrique, incluant le Maroc, la
Tunisie, I'Egypte et I'Algérie avec la Cote d'lvoire, I'Afriqgue du Sud, le Ghana, le Kenya, la
Tanzanie et I'Ouganda, ont des productions mineures. Le continent américain est également I'un
des plus grands producteurs des huiles essentielles, on note que les Etats-Unis, le Canada, et le
Mexique possedent une richesse treés importante en matiére végétale aromatique. Du coté de
I’ Amérique du Sud, les huiles essentielles sont principalement produites par le Brésil, I'Argentine,
le Paraguay, I'Uruguay, le Guatemala, et ile du Haiti (Perfumer et Flavorist, 2009).

Tableau 2. Production mondiale des huiles essentielles en 2008 (Perfumer et Flavorist,

2009).
Huiles essentielles Production (t) Principaux pays producteurs
Huiles d'orange 51000 USA, Brésil, Argentine.
Huile de menthe japonaise 32000 Inde, Chine, Argentine.
Huiles du citron 9200 Argentine, Italie, Espagne
Huiles de I'eucalyptus 4000 Chine, Inde, Australie, Afrique de sud
Huile de la menthe poivrée 3300 Inde, USA, Chine
Huile du clou de girofle 1800 Indonésie, Madagascar
Huile de lacitronnelle 1800 Chine, Sri Lanka
Huiles de la menthe verte 1800 USA, Chine
Huiles du bois de cedre 1650 USA, Chine
Huile Litsea cubeba 1200 Chine
huile du patchouli 1200 Indonésie, Inde
Huile de lalavande 1100 France
Huile de Corymbia citriodora 1000 Chine, Brésil, Inde, Vietnam

1.2.2. Extraction des huiles essentielles
Différentes méthodes sont mises en ceuvre pour |’ extraction des essences végétales. En général
le choix de la méthode d'extraction dépendra de la nature du matériel végétal a traiter (graines,

feuilles, ramilles, etc.), de la nature des composés (les flavonoides, les huiles essentielles, les tanins,
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etc.), le rendement en I'huile et la fragilité de certains constituants des huiles aux températures
élevées (Hdlal, 2011).

1.2.2.1. Pression afroid

Les huiles essentielles d’ agrumes sont les seules a étre extraites par le procédé de pression a
froid (Lesley, 1996 ; Roux, 2008 ; Ferhat et al., 2010 ; Fillatre, 2011). Ce procéde est basé sur la
rupture des parois des sacs oléiferes. L’ essence obtenue est ensuite entrainée par un courant d’ eau
froide. Une émulsion constituée d'eau et d'essence se forme, |'essence est aors isolée par
décantation (Basil et al., 1998 ; Roux, 2008 ; Ferhat et al., 2010). Diverses techniques manuelle ou
mécanique, traitant le fruit entier ou seulement les écorces sont utilisées (Ferhat et al., 2010). Le
produit ainsi obtenu porte le nom d'essence, car il n’a subi aucune modification chimique (Roux,
2008). Cependant I’ utilisation de grande quantité d’ eau dans ce procédé peut atérer la qualité des
huiles essentielles par dissolution des composes oxygenés, par hydrolyse et par transport de micro-
organismes (Lucchesi, 2005 ; Ferhat et al., 2010).

1.2.2.2. Hydrodistillation

L’ hydrodistillation demeure la technique la plus utilisée pour extraire les huiles essentielles et
pouvoir les séparer a I’ état pur mais aussi de fournir de meilleurs rendements (Bruneton, 1993 ;
Ferhat et al., 2010). Le principe consiste a immerger directement la matiere végeétale a traiter dans
un ballon rempli d’eau qui est ensuite porté a ébullition, les vapeurs hétérogenes vont se condenser
sur une surface froide et I'HE sera alors séparée par différence de densité (Bruneton, 1993 ;
Lucchesi, 2005 ; Baser et Buchbauer, 2010 ; Ferhat et al., 2010). Cependant, |"hydrodistillation
possede des limites. En effet, un chauffage prolongé et trop puissant engendre la dégradation de
certaines mol écul es aromatiques (Lucchesi, 2005 ; Ferhat et al., 2010).

1.2.2.3. Entrainement ala vapeur d’eau

Les parties de plantes utilisées sont déposées sur une grille perforée au-dessus de la base de
I"alambic, sans que le matériel végétal ne soit pas en contact avec |’ eau (Belaiche, 1979 ; Lucches,
2005 ; Ferhat et al., 2010). Les particules de vapeur d eau, se dirigeant vers le haut, font éclater les
cellules contenant I'essence et entrainent avec elles les molécules odorantes. La vapeur passe
ensuite a travers un récipient réfrigérant ou la température diminue, provoquant le déclanchement
des molécules huileuses des particules de vapeur, qui se condense en eau. L’huile et I'eau se
séparent du fait de leurs poids spécifiques différents (Padrini et Lucheroni, 1996). Pendant
I’entrainement a la vapeur d'eau, la matiere végétale est exposée a une température dlevée et a
I’ action chimique de I’ eau, et dans ces conditions, la fragilité thermique des constituants de |’ huile
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ou I hydrolyse de certains d entre eux conduisent a laformation d artéfacts (Lucchesi, 2005 ; Ferhat
et al., 2010).

1.2.2.4. Autrestechniques

Les inconvénients des techniques précédentes ont attiré |’ attention de plusieurs laboratoires de
recherche et ont permis la mise au point des nouvelles techniques d'extraction des huiles
essentielles qui sont beaucoup plus écologiques, en utilisant des solvants moins toxiques et en
petites quantités (Ferhat et al., 2010). Parmi ces techniques, figurent : I’ extraction assistée par
micro-ondes ou ultrasons (Kaufmann et Christen, 2002 ; Hemwimon et al., 2007 ; Piochon, 2008 ;
Ferhat et al., 2010 ; Dupuy, 2010), |’extraction par les fluides supercritiques ou encore |’ eau al’ état
subcritique (Kaufmann et Christen, 2002 ; Piochon, 2008 ; Ferhat et al., 2010 ; Dupuy, 2010),
I’extraction par la détente instantanée contrblée, I'extraction par solvants sous pression et
I’ extraction par la flash détente (Ferhat et al., 2010).

1.2.3. Méthodes de car actérisation des huiles essentielles

Les huiles essentielles doivent répondre a des caractéristiques imposées par les lois des pays
producteurs et exportateurs et par les pays importateurs. Ces critéres sont définis dans des normes
internationales 1SO (International Organization for Standardization) ou francaises AFNOR
(Association Francaise de Normalisation) (NF 1SO 855). Ainsi, les propriétés organoleptiques et
physiques sont contrélées telles que la coloration, I’ odeur, la réfraction, la solubilité, le point éclair
mais également les propriétés chimiques telles que lesindices d’ acides et d’ esters (Fillatre, 2011).

Les huiles essentielles de Citrus extraites a partir de zeste de fruit sont largement utilisées dans
les industries alimentaires et de parfumerie. Du point de vue commercial, elles présentent une
importance économique considérable. Maheureusement, la production et I’'introduction des huiles
essentielles de mauvaise qualité et/ou atérées dans le marché est une occurrence courante. Par
conséquence, les analystes des huiles essentielles des agrumes exigent le développement et la
disponibilité des méthodes d analyses de haute résolution, rapides, sensibles et sélectives
(Tranchidaet al., 2011).

La plupart des méthodes appliquées dans I'analyse d'huiles essentielles reposent sur des
proceédures chromatographiques. La chromatographie en phase gazeuse (CPG) est une méthode
appropriée pour la séparation et I’identification des composants d’ une huile; elle réalise alafois
une analyse qualitative et quantitative (Paris et Godon, 1979). La CPG couplée ala spectroscopie de
masse (CPG/SM), permet de fournir un chromatogramme accompagné d' un ensemble de spectres

10
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de masse correspondants a chaque pic chromatographique, ce qui permet |’ identification précise de
la majorité des constituants séparés par la CPG (Z€llner et al., 2010)

1.2.4. Toxicité des huiles essentielles

En dépit de leurs effets bénéfiques, les huiles essentielles sont loin d’ étre non-toxiques. La
majorité des huiles essentielles, a de trés fortes doses, causent des effets toxiques (Hammer et
Carson, 2011). Par leur composition chimique riche, les huiles essentielles doivent étre utilisées
avec une extréme prudence, du fait qu'elles peuvent présenter de trés graves dangers lors d'une
utilisation al éatoire autonome, surtout que le consommateur est attiré par la facilité demploi de ces
essences en absorption interne ou en application externe (Bernadet, 1983).
Les huiles essentielles de Citrus sont photo-toxiques a cause des furocoumarines qui sont
photosensibilisantes. Ils provoguent une décoloration de la peau en un rouge lors d’ une application
externe avec une exposition au soleil sous I’ action des rayons ultraviolets. Cependant, |’ingestion
des huiles essentielles du Citrus limon extraites soit par hydrodistillation soit par expression afroid
ne présente aucun risque de toxicité, ni aigué ni chronique (Robert et Lobstein, 2005).

1.2.5. Domaines d’ application des huiles essentielles

Les huiles essentielles commercialisées dans e monde sont destinées a quatre grands secteurs
industriels : parfumerie cosmétique ; parfumerie technique (savons, détergents) ; alimentation et
médecine (médecine douce et pharmaceutique) (Grysole, 2005). L’industrie alimentaire utilise les
huiles essentielles pour rehausser le godt, aromatiser et colorer les aiments (Pingot, 1998;
Bruneton, 1999 ; Grysole, 2005; Aprotosoaie et al., 2010). Le secteur des boissons gazeuses
S avere un gros utilisateur d’huiles essentielles (Grysole, 2005).

Les huiles essentielles possedent des profils de composition chimique différents. Elles sont
utilisées comme agents naturels de conservation des aliments. Leur utilisation comme agents de
conservation est due a la présence de composés ayant des propriétés antimicrobiennes et
antioxydantes (Conner, 1993 ; Hammer et al., 1999). L'huile essentielle la plus utilisée dans le
monde est celle de |’ orange (Grysole, 2005).

Les huiles essentielles de Citrus limon servent a la fabrication d’arémes aimentaires,
d  essences fruitées, de boissons rafraichissantes, de liqueurs, de pétisseries et de confiseries (Choi
et al., 2000 ; Robert et Lobstein, 2005 ; Bisignano et al., 2011). Récemment, certaines études ont
montré la possibilité d’intégrer les huiles essentielles de Citrus limon comme agent antioxydant
(Himed, 2011 et Hellal, 2011).

11
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1.2.6. Contamination des huiles essentielles

La contamination des huiles essentielles de Citrus est un probléme qui a éé connue depuis
1960. La détermination des résidus de pesticides et de plastifiants dans les HE de Citrus était
parfaitement documentée. Toutefois, jusgu’ en 2000, |a présence des autres types de contaminants n’
a été pas éudiée. Dans la derniére décennie, des travaux ont été menés pour évaluer la présence des
contaminants organiques et inorganiques dans les HE par |’ utilisation des techniques innovatrices
(spectrométrie par absorption atomique de four de graphite (GFAAS), chromatographie en phase
gazeuse avec détecteur de phosphore d'azote (NPD), chromatographie avec la spectrométrie de
masse a haute résolution, chromatographie en phase liquide a haute performance (HPLC)), dans le
but de contrdler le niveau de contamination (Dugo et al., 2011). Ces études Sintéressaient a
I"analyse des pesticides et des plastifiants phospho-organiques et chloro-organiques (Dugo et Di
Bella, 2002), ainsi qu’ a la présence de polychlorodibenzo-p-dioxine (PCDD), polychlorodibenzo-p-
furane (PCDF), polychlorobiphenyl (PCB) (Cautela et al., 2007), méaux lourds (Bruno et al.,
1978 ; Kumar et al., 1994), chlorohydrine (Weiss et al., 2003a,b) et spinosad (West et Turner,
2000). Les investigations sur la contamination des huiles essentielles de Citrus ont démontré des

problémes évidents sur la qualité et non pas sur la quantité (Dugo et al., 2011).

1.3. Activités biologiques des huiles essentielles

1.3.1. Activité antioxydante des huiles essentielles

1.3.1.1. Activité antioxydante des huiles essentielles dans les aliments

Des études de I’ équipe du Laboratoire de Recherche en Sciences Appliguées a I’ Alimentation
(RESALA) de I'INRS-IAF, ont montré que I’incorporation des huiles essentielles ou |” application
par vaporisation en surface des aliments, contribue a les préserver des phénomeénes d’ oxydation
(Caillet et Lacroix, 2007). Parmi ces huiles, les huiles essentielles des Citrus. Elles sont
caractérisées par une teneur élevée en monoterpenes dont le d-limonene est le constituant majeur,
jouant un réle principal dans I’ activité antioxydante (Girennavar et al., 2007; Ao et al., 2008 ;
Buchbauer, 2010).

Choi et al. (2000), Misharina et Samusenko (2008), Himed (2011) et Hellal (2011) ont
démontré que les HE de Citrus limon ont un pouvoir antioxydant trés important. A cet effet, Himed
(2011) a substitué I'antioxydant synthétique (Tocoblend) par I'HE du Citrus limon a une
concentration de 100 ppm dans la margarine. Hellal (2011) a démontré que des concentrations des
huiles essentielles allant de 500 a 3000 ppm de I’HE de Citrus aurantium comparativement al’ HE

de C. limonum ont réduit de maniere significative I’ oxydation des lipides de la sardine.
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1.3.1.2. Méthodes d’ évaluation del’ activité antioxydante

Il existe plusieurs tests pour la mesure de I’ activité antioxydante d’ un composé (Portes, 2008).
Selon lalittérature, les deux méthodes les plus utilisées dans I’ évaluation de | activité antioxydante
des huiles essentielles sont celle de la réduction du 2,2-diphényl-1-picryl-hydrazyl (DPPH®) et
celle de blanchissement du B-caroténe dans I’ acide linoléique (Gachkar et al., 2007 ; Ferreiraet al.,
2006 ; Eyob et al., 2008 ; Alavi et al., 2008 ; Athamena et al., 2010 ; Jazet Dongmo et al., 2010).

1.3.2. Activité antimicrobienne

1.3.2.1. Mécanismes de |’ action antimicrobienne des huiles essentielles

Les mécanismes par lesgquels les huiles essentielles exercent leur activité antibactérienne sont
incompléement compris, mais il y a un certain nombre de mécanismes proposés (Holley et Patdl,
2005). L’action des huiles essentielles sur le développement des micro-organismes peut étre
expliquée par |’ dtération de la perméabilité membranaire des germes en perturbant les systemes de
transport ionique, le transport des électrons et la production d’énergie (Sikkema et al., 1995;
Chami, 2005 ; Oussalah et al., 2006 ; Souza et al., 2006).

Smith-Palmer et al. (2001) ont montré que les bactéries a Gram positif sont plus sensibles a
I’effet des huiles essentielles que les bactéries a Gram negatif qui se caractérisent par une
membrane externe imperméable. Selon Cristiani et al. (2007), cette imperméabilité est due a la
richesse de cette membrane en lipo-polysaccharides la rendant plus hydrophile, ce qui empéche les
terpenes hydrophobes d’'y adhérer.

D’autres études ont été effectuées sur la relation entre la présence de citral (mélange des
isomeres néra et géranial) dans le zeste des fruits des agrumes et I'inhibition de Penicillium
digitatum, Penicillium italicum et Geotrichum candidumqui sont les principales moisissures
responsables de la contamination des Citrus (Wuryatmo et al., 2003). Cette inhibition est due a la
présence d’ un groupement carbonyle adjacent aux carbones a et § dans les aldéhydes insaturés a et
B ; néral et gérania ; ceci polarise positivement le carbone B et I’ aldéhyde peut agir en tant qu’ agent

d alkylation direct capable de lier les groupes nucl éophiles cellulaires (Cosentino et al., 1999).

1.3.2.2. Méthodes d’ évaluation de I’ activité antimicrobienne

Les méthodes d évaluation de I’ activité antimicrobienne des HE les plus couramment utilisées
sont : la méthode de diffusion dans |’ agar et la méthode de dilution d’agar et de bouillon (Malecky,
2007 ; Pauli et Schilcher, 2010). Ces méthodes sont relativement rapides, peu colteuses et n'exigent
pas |'équipement de laboratoire sophistiqué ; cependant, elles ne sont pas sans inconvénients

(Wilkinson, 2006) du fait de la faible solubilité des huiles essentielles dans I’ eau, d’ou la nécessité
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d gjouter des solvants (dimethylsulfoxide et |’ éthanol) ou des détergents (tween 20) au milieu de
culture (Remmal et al., 1993; Hammer et al., 1999), et de la volatilité des huiles essentielles

pendant I’ incubation.

1.3.2.2.1. Méhode dediffusion dans|’agar ou aromatogramme

L’aromatogramme est basée sur une technique utilisée en bactériologie médicale, appelée
antibiogramme ou méthode par diffusion en milieu gélosé ou encore méthode des disques (Jacob,
1979 ; Abdesselam, 2006 ; Razakarivony et al., 2009). Cette méthode a I’ avantage d’ étre d’ une
grande souplesse dans le choix des antibiotiques testés, de s appliquer a un tres grand nombre
d espéces bactériennes, et d'avoir é&é largement évaluée durant 50 ans d'utilisation mondiae
(Fauchére et Avril, 2002). Elle permet également de déterminer la sensibilité des différentes especes
bactériennes vis-a-vis des huiles essentielles et autres agents antimicrobiens (Wilkinson, 2006).

La technique consiste a utiliser des disques de papier imprégnés des différentes substances a
tester, puis déposés a la surface d’ une gélose uniformément ensemencée avec une suspension de la
bactérie a éudier. Aprés incubation, les colonies se développent a la surface de la gélose laissant
des zones vierges autour des disques appelées zones d'inhibition. Plus le diametre de la zone
d’inhibition est grand, plus la souche est sensible a la substance testée, plus il est petit plus la
bactérie est résistante (Conner et Beuchat, 1984).

1.3.2.2.2. Méhode dedilution

Les méthodes de dilution d’agar ou de bouillon permettent d’ évaluer les concentrations
minimales inhibitrices des agents antimicrobiens. La concentration minimale inhibitrice (CMI) est
définie comme étant la plus faible concentration d’ huile essentielle inhibant toute croissance visible
al'ceil nu aprés 16 a 20 heures d'incubation a 37°C. Les microorganismes restent cependant viables
(Hammer et al., 1999 ; Oussou et al., 2008 ; Yang et al., 2009).

Dans le test de dilution, I'huile essentielle a tester est incorporée dans un milieu de gél ose semi-
solide ou liquide avec différentes concentrations en huiles essentielles. Aprés incubation, I’ absence
de |a croissance microbienne dans les boites de pétri ou dans les tubes a essai, est déterminée al’ eil
nu (Pauli et Schilcher, 2010).

1.3.2.3. Facteursinfluencant I’ activité antimicrobienne
Plusieurs paramétres influencent la détermination de |’ activité antimicrobienne des HE ou de

leurs composants actifs tels que la méthode d' évaluation de I’ activité antimicrobienne, I’ effet de la
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matrice biologique, le type et la structure moléculaire des composants actifs, la dose gjoutée et le
type des microorganismes ciblés (Malecky, 2007).

Une des difficultés pour les chercheurs est I'absence d'une méthode d' évaluation de I’ activité
antimicrobienne normalisée pour examiner les activités biologiques des huiles essentielles
(Wilkinson, 2006). L’insolubilité des huiles essentielles dans les milieux utilisés en microbiologie,
explique la variété des techniques employées (Bouguerra, 2011).

L es propriétés antimicrobiennes des HE different en fonction de la matrice a laguelle elles sont
gjoutées, ou du contact avec les macromolécules comme les lipides ou les protéines qui protégent
les bactéries de |’ action des HE (Tassou et al., 1995). Ains les huiles essentielles diluées dans la
phase lipidique des aliments seront moins efficaces sur des bactéries de la phase aqueuse (Mejlholm
et Dalgaard, 2002). Une réaction chimique entre les protéines et les groupes fonctionnels des HE
réduit la disponibilité des molécules actives (Maecky, 2007), ceci a été observé pour le carvacrol,
conduisant a une protection relative de Bacillus cereus contre les HE dans | e lait (Pol et al., 2001)

Selon Malecky (2007), le principal facteur modifiant I’ activité antimicrobienne des HE est le
type et la structure moléculaire de ces composants actifs. Les composants 0Xygéenés purs ont aussi
montré une activité supérieure par rapport aux HE dans lesguelles ils se trouvent. Un autre
parameétre important déterminant I’ activité antimicrobienne des HE est |e type de microorganismes
ciblés. En généra, les différents microorganismes n’ont pas une sensibilité similaire vis-a-vis des
HE. Parmi les microorganismes, Bacillus subtilis et Saphylococcus aureus (Gram+), Escherichia
coli et Pseudomonas aeruginosa (Gram-), Candida albicans et Aspergillus niger ont été les plus
étudiés. Les champignons montrent généralement une sensibilité supérieure par rapport aux
bactéries dont celles a Gram— apparaissent plus résistantes que celles a Gram + vis-avis I'HE
(Hammer et al., 1999 ; Cox et al., 2000 ; Smith-Palmer et al., 2001).

1.3.2.4. Essaisdel’activité antimicr obienne

Plusieurs études ont démontré que les huiles essentielles de Citrus limon ont des propriétés
antimicrobiennes contre les bactéries, les levures et les moisissures (Fisher et Phillips, 2008).
Piacentini (1949) était le premier qui a montré que les essences d'agrumes en solution agueuse ont
des propriétés de désinfectants plus puissants que le phénal.

Subba et al. (1967) ont signalé que les HE de Citrus limon, a une concentration de 2000 ppm,
inhibent le développement de spores des Bacillus subtilis, Enterococcus faecalis et Lactobacillus
plantarum. Par ailleurs, Moreira et al. (2005) ont révélé que les huiles essentielles de Citrus limon
sont efficaces contre quatre souches de E. coli avec une concentration minimale inhibitrice (CMI)
de 2,5 ml/100 ml et une concentration minimale bactéricide (CMB) de 2,8 mI/100 ml.
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L’ éude de Fisher et Phillips (2006) a montré que le linalol et le citral (composants des huiles
essentielles de Citrus limon) ont des propriétés antimicrobiennes sous forme de vapeur contre
Campylobacter jgjuni, E. coli 0157, Lesteria monocytogenes, Bacillus cereus et Saphylococcus
aureus.

Caccioni et al. (1998) ont indiqué que I" huile essentielle de Citrus limon posséde une activité
antifongique a une concentration de 1056,4 ppm contre Penicillium digitatum. De méme, Belletti et
al. (2004) ont démontré que les huiles essentielles a des fortes concentrations de terpenes comme le
citral, sont plus efficaces contre Saccharomyces cerevisiae.

Selon Fisher et Phillips (2008), plusieurs éudes sont centrées sur |’ application des huiles
essentielles de Citrus limon comme agents antimicrobiens dans les aiments tels que les poissons
(Kim et al., 1995 ; Mahmoud et al., 2004), les viandes (Fernandez-Lopez et al., 2005) , les poulets
(Fisher et Phillips, 2006), les produits laitiers (Dabbah et al., 1970; Holley et Patel, 2005), les
légumes et les fruits (Fisher et Phillips, 2006 ; Fisher et al., 2007; Parish et al., 2003; Rojas-
Grau et al., 2007) danslaconfiserie (Kotzekidou et al., 2007).

Burt (2004), Holley et Patel (2005) et Fisher et Phillips (2006) ont démontré que pour obtenir la
méme efficacité antimicrobienne des huiles essentielles in vitro, la matrice alimentaire exige des
concentrations plus éevées, mais ces derniéres peuvent altérer les propriétés organoleptiques des

produits alimentaires.

2. Additifsalimentaires

2.1. Dé&finition

Un additif alimentaire est défini comme toute substance qui n'est pas habituellement
consommee en tant que denrée alimentaire en soi et non utilisée comme ingrédient caractéristique
de I'adiment, qu'elle ait ou non une valeur nutritive, et dont I’ addition intentionnelle a la denrée
alimentaire dans un but technologique ou organoleptique, a une quel conque étape de la fabrication,
de la transformation, de la préparation, du traitement, du conditionnement, de |I’emballage, du
transport ou du stockage de la dite denrée, entraine ou peut entrainer (directement ou indirectement)
son incorporation ou celle de ses dérivés dans la denrée ou peut affecter d’ une autre fagon les
caractéristiques de la dite denrée. L’expression ne sapplique ni aux contaminants, ni aux
substances gjoutées aux denrées alimentaires dans le but d’ en maintenir ou améliorer les propriétés
nutritives, ou au chlorure de sodium. Quand un additif alimentaire est autorise au niveau européen,
celui-ci bénéficie dun code qui se compose de la lettre "E" suivie d'un numéro permettant
d'identifier la catégorie (CODEX STAN 107-1981).
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2.2. Classification des additifs alimentaires
Les additifs alimentaires sont classés dans des catégories fonctionnelles en considérant les

propriétés principales d’ utilisation. Ce type de classement a été choisi en France, ala Communauté
économique européenne CEE et au Codex alimentarius (Souverain, 1992).

Les additifs alimentaires sont classés selon la directive n°89/107 du 21.12.1988 de la CEE en
24 catégories (tableau 3). La numérotation de chaque substance sera précédée d’un numéro (E..., la
lettre E suivi de 3 ou 4 chiffres) s un tel numéro lui a éé attribué. La commission de Codex
alimentarius (CL 1988/52-FAC Novembre 1988) établit la liste des additifs dans un ordre
numerique, avec le numéro attribué a chaque substance et I’indication de la fonction technologique
de celle-ci. Environ 450 substances. Elle propose un classement fonctionnel des additifs en 21
catégories (tableau 3).

Tableau 3. Classement des additifs selon le cadre de la CEE et du Codex alimentarius

Classement des additifsselon le cadre Classement des additifs selon le cadre du Codex
dela CEE alimentarius
1. Colorant 1. Correcteur d’acidité et du pH (tamponnant),
2. Conservateur 2. Antiagglomérant (desséchant, antiadhérant),
3. Antioxygene 3. Antimoussant,
4. Emulsifiant 4. Antioxygéne (et synergiste d’ antioxydation),
5. Sel defonte 5. Agent de charge,
6. Epaississant 6. Edulcorant,
7. Gdifiant 7. Colorant (et adjuvants de coloration),
8. Stabilisant 8. Stabilisateur de couleur,
9. Exhausteur de godt 9. Emulsifiant (plastifiant, dispersant, surfactif),
10. Acidifiant 10. Sl de fonte (émulsifiant pour fromage
11. Correcteur d’ acidité (et de pH) seulement),
12. Antiagglomérant 11. Exhausteur de godit,
13. Amidon modifié 12. Agent de traitement de farine (conditionneur de
14. Edul corant pate),
15. Poudre alever 13. Gdlifiant,
16. Antimoussant 14. Agent de glisse (d' enrobage, lustrage,
17. Agent d’ enrobage (et de glisse) vernissage),
18. Agent de traitement de lafarine 15. Conservateur (antimicrobien),
19. Affermissant 16. Gaz propulseur (et gaz pour le stockage,
20. Humectant emballage),
21. Séquestrant 17. Stabilisant (liant, séquestrant, gjusteur de
22. Enzyme densité),
23. Agent de charge 18. Epaississant (agent de texture, gonflant),
24. Gaz propulseur et gaz 19. Poudre alever,
d emballage 20. Agent moussant
21. Humectant (mouillant, rétenteur d’ humidit€)
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2.3. Conservateurs

L’industrie alimentaire dispose d’ une vaste gamme de procédés chimiques de conservation. |l
S agit en principe, de substances capables de retarder ou d’ arréter lafermentation, |’ acidification des
aliments en inhibant la prolifération de micro-organismes (conservateurs proprement dites) ou

d empécher des réactions chimiques dues ala présence d’ oxygéne (antioxydants) (SPE, 1987).

2.3.1. Agents conservateurs (antibactériens et antifongiques)

La multiplication des micro-organismes dans les produits alimentaires entraine des
modifications indésirables de ces produits et les rend impropres ala consommation par atération du
godt, de I'aspect et de I’ odeur, sans forcément de risgue sanitaire (Oudot, 1999). Certains micro-
organismes sont treés dangereux (Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Salmonella) de point de
vue sanitaire et peuvent causer des troubles graves chez |le consommateur, qualifiées habituellement
d intoxications. Ces germes strictement pathogenes sont dangereux méme en faible quantité et en
I” absence de développement ou de dégradation induite dans |’ aliment (Bousbia, 2004).

Les principaux traitements appliqués aux produits alimentaires pour les conserver de ces
germes sont classes en traitements d’ élimination, de destruction et de stabilisation (Guiraud, 2003).
Ces traitements ne doivent pas rendre le produit toxique et ne doivent pas avoir de conséquences
néfastes au point de vue organoleptique et nutritif (Bousbia, 2004). Parmi ces traitements figure
I’gjout des conservateurs aux produits non toxiques pour le consommateur aux doses utilisées
(Guiraud, 2003).

Un additif conservateur est défini comme étant une substance non consommeée normal ement en
tant que denrée alimentaire, que I’on incorpore a un aiment en vue d’ accroitre sa sécurité et sa
stabilité microbiologique. Il faut signaler que le terme additif ne s applique qu'a des substances
utilisées a dose faibles, en principe moins de 1% (Bourgeois, 1992)

Il existe deux types de conservateurs, minéraux et organiques. Parmi les agents conservateurs
minéraux figurent les chlorures et les phosphates, les nitrates, les nitrites, les anhydres sulfireux et
les sulfites, les anhydres carboniques et les bicarbonates et le peroxyde d hydrogéne. Les agents
conservateurs organiques (acides organiques) ont un effet conservateur primaire (acide acétique,
propionique, formique, sorbique, benzoique, etc.) et un effet secondaire (acide citrique, tartrique,
lactique, ascorbique, etc.) (Odiot, 1992).

2.3.2. Agents antioxydants
L’ oxydation des lipides pose un probléme majeur dans le stockage des aiments et plus

particulierement pour ceux contenant des acides gras polyinsaturés (Alais et al., 2003; Nessrien et
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Mohamed, 2007 ; Chanforan, 2010). L’ oxydation peut résulter de plusieurs voies réactionnelles en
fonction du milieu et des agents initiateurs, soit par |’ auto-oxydation catalysée par la température,
les ions métalliques et les radicaux libres, soit par la photo-oxydation, initiée par la lumiére en
présence de photosensibilisateurs, soit par |I’oxydation enzymatique initiée par la lipoxygénase
(Eymard, 2003). La lutte contre I’ oxydation des lipides représente un enjeu considérable pour les
industriels aimentaires. Pour supprimer ou rdentir I'oxydation des lipides, deux voies sont
envisageables : tenter de réduire les facteurs favorables a cette oxydation et/ou trouver un réactif qui
ralentit I’oxydation : ¢’ est le réle de |’ antioxydant (Moll, 1998).

II'y a deux options pour retarder la réaction d’ oxydation, soit intercepter les radicaux libres
responsables de propagation en chaine, soit éviter la décomposition des hydropéroxydes dans les
radicaux libres, ces deux modes d’ action fournissent la base de classification des antioxydants sous
forme primaire ou secondaire (Kouame, 2004). La nature chimique des antioxydants est la base
d une autre classification des antioxydants sous formes synthétique ou naturel. Les antioxydants de
synthese sont de moins en moins utilisés dans les denrées alimentaires, les antioxydants naturels
leur étant préférés (Eymard, 2003).

Parmi les antioxydants synthétiques, figurent |I'anhydride sulfureux et ses combinaisons
minérales. Ils ont éé utilisés comme premiers antioxydants des vins et des biéres, malgré leur
caractéere fortement allergisant (Just et al., 2005). On trouve également d’ autres composés comme le
galate de propyle, le galate d’ octyle, le butylhydroxyanisole (BHA), le butylhydroxytoluéne
(BHT) et le tert-butylhydroquinone (TBHQ) (Bondet et al., 1997 ; Portes, 2008), ce dernier est
autorisé aux Etats -Unies ala dose de 0,05 mg/Kg maisil est interdit par CEE car il es suspecté de
génotoxicité (Chevolleau et al., 1992). L’utilisation de BHA ou de BHT est remise en cause
actuellement en raison des risgues toxicologiques (Morelle, 1988 ; Martel et Pescal, 1992 ; Portes,
2008).

Les industries consommatrices des antioxydants ains que les scientifiques tendent vers
I"utilisation de composés naturels (EI Kalamouni, 2010). Parmi lesquels, figurent |'acide L-
ascorbique (vitamine C) et son dérivé le palmitate d’ ascorbyle qui sont utilisés en synergie (Pratt,
1980 ; Perez-Bonilla et al., 2006 ; Portes, 2008). Les tocophérols contenus dans les lipides végétaux
(Portes, 2008), les composés phénoliques (Marinova et al., 1992 ; Portes, 2008) et les extraits
végétaux ne sont pas reconnus comme additifs du fait qu’ils sont &iquetés comme des « épices »
tout en possédant des propriétés antioxydantes (Portes, 2008).
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2.3.3. Normes des conservateur s et des antioxydants utilisés dansles produitslaitiers

Les agents conservateurs, antioxydants et leurs doses maximales utilisés dans le lait et les

produits laitiers sont résumeés dans le tableau 4.

Tableau 4. Norme générale Codex pour les conservateurs et les antioxydants utilisés dans les

produits laitiers (Codex alimentarius, 2010)

Additifs Produitslaitiers Limite  maximale
(mg/kg)
Laits fermentés aux fruits,
E200: Acide fromage frais aux fruits,
sorbique Matériaux d’emballage mis en 300-1000
contact aux denrées alimentaires
laitieres
Agents E 202 : Sorbatede  Laits fermentés aux fruits, 3000
conservateurs Potassium fromage frais aux fruits,
E 203: Sorbatede  Matériaux d’emballage mis en
Calcium contact aux denrées alimentaires 3000
laitieres
E 234 : Nisine Produits similaires au fromage 125
E 300 : Acide Lait concentré et en poudre 05
ascorbique
Antioxydants E 310: Galatede  Beurre 01
propyle
E 320 : Butyltertiaire Beurre
hydroxy! anisol 01
2.4. Arémes

Le reglement CE n°178/2002 englobe les arbmes dans le concept de « denrées alimentaires ».
La Directive « Aromes » 88/388/CEE se caractérise par le fait qu' elle fixe les définitions de I’ ardme

et des agents d’ aromatisation (Blaguiere et al., 2006).

2.4.1. Définition del’aréme
La Directive 88/388/CEE définit I’ardbme comme éant tout produit ou substance qui, étant

destiné a étre gjouté a des denrées alimentaires pour leur donner une odeur, un godt ou une odeur et
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un godt, entre dans I'une des catégories d’'aromatisants, a |'exception des substances ayant

exclusivement un go(t sucré, acide ou salé.
2.4.2. Définition des agents d’ aromatisation

2.4.2.1. Préparations aromatisantes

Ces produits sont obtenus par des procédés physiques appropriés ou par des procédés
enzymatiques ou microbiologiques, a partir d'une matiére premiere d'origine végétale ou animale,
soit en I'état, soit transformée pour la consommation humaine par des procédés traditionnels de
préparation des denrées aimentaires (y compris le séchage, la torréfaction et la fermentation)
(Directive 88/388/CEE).

2.4.2.2. Substances aromatisantes naturelles

L es substances aromatisantes naturelles sont obtenues par des procédés physiques appropriés (y
compris la distillation et I'extraction au solvant) ou par des procédés enzymatiques ou
microbiologiques a partir des mémes matiéres premieres que les préparations aromatisantes
(Directive 88/388/CEE).
2.4.2.3. Substances aromatisantes identiques aux naturelles

Ces substances sont obtenues par synthese chimique et sont identiques chimiquement a une
substance présente naturellement dans une matiére premiere dorigine végétale ou animae
(Directive 88/388/CEE).

2.4.2.4. Substances aromatisantes artificielles

La synthese chimique a permis d’ élaborer des structures n’existant pas dans la nature, ou non
encore identifiées et pourtant dotées de caractéristiques organoleptiques: le cas le plus typique est
celui de I'éhylvanilline. Ces substances sont obtenues par synthése chimique et ne sont pas
identiques chimiquement a une substance présente naturellement dans une matiere premiere
d'origine végétale ou animale (Directive 88/388/CEE).

2.4.2.5. Ardmes de transfor mation

Ces produits sont obtenus, dans le respect des bonnes pratiques de fabrication, par chauffage a
une température inférieure a 180°C, pendant un temps inférieur a 15 minutes dun méange
d'ingrédients n'ayant pas obligatoirement des propriétés aromatisantes et dont au moins un contient
de I'azote et un autre un sucre réducteur. Parmi le grand nombre de composés produits beaucoup
sont volatils et dotés de notes rappelant les produits alimentaires chauffés ou grillés : viande grillée,
poulet roti, caramel, etc. (Directive 88/388/CEE).
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2.4.2.6. Ardbmes defumée
La combustion de bois tel que le chéne, le hétre et e noyer donne une fumée, qui peut soit étre
directement mise au contact des aliments, soit ére recueillie sous forme de condensat de fumée

d ou sont tirés des mélanges aromatisants : les ardmes de fumée (Directive 88/388/CEE).

2.4.3. Nor mes des ar bmes utilisés dans les produits laitiers

Seules les substances aromatiques naturelles sont autorisées. Toutes fois, I'utilisation de
matieres aromatiques renforcées aux ardmes d abricot, ananas, banane, fraise, framboise, poire,
prune et cerise est admise (circulaire du 21.12.1971). Lalimite de renforcement est au maximum de
2 g de substance artificielle par Kg de matiére aromatique naturelle de base concentrée au minimum
4fois.

Ces ardmes sont utilisés dans les laits aromatisés ; les laits de conserve, les laits concentrés
sucres, les laits secs aromatises, les fromages frais, les laits fermentés et les cremes (Gouget et al.
1992).

3. Crémefraiche

3.1. Définition
La créeme est le produit laitier fluide plus ou moins riche en matiére grasse qui se présente sous

la forme d’une émulsion de type graisse-dans-lait écrémé et qui a éé obtenue en la séparant

physiquement du lait (Codex Alimentarius Commission, 2003).

Selon Vierling (1999), GRET (Groupe de recherche et d’échanges technologiques) (2002),
(Jeantet et al., 2008) et GEM RCN (Groupe d étude des marchés de restauration collective et de
nutrition) (2009), la dénomination créme est réservée au lait contenant au moins 30 g de matiere
grasse provenant exclusivement du lait pour 100 g de poids total. La dénomination creme |égére est
réservée au lait contenant entre 12g inclus et 30g non inclus de matiére grasse provenant
exclusivement du lait pour 100 g de poids total .

Les apports essentiels de la créme fraiche sont constitués par les lipides et la vitamine A. Elle
fournit également une quantité intéressante de calcium et de vitamine D (Jeantet et al., 2008)
(tableau 5).

La vaeur nutritionnelle de la créme dépend de la teneur lipidique : plus la creme contient de
graisses, moins €lle contient de lactose, de minéraux et de protéines et plus elle contient de la
vitamine A et des caroténes. La créme contient environ deux fois plus de vitamines liposol ubles que

le lait, mais a peine moins de vitamines hydrosolubles. La creme épaisse (surie) contient des
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aldéhydes et des cétones a I’ origine de son godt particulier, ainsi que de I’ acide lactique (8 g/litre
environ) (FAO, 2010).

Tableau 5. Composition moyenne de la creme fraiche a 30% de matiére grasse
(Jeantet et al., 2008)

Composition Teneur
Matiére grasse 30 %
L actose 3,1%
Protéine 2,3%
Minéraux 0,5%
Calcium 90mg.100 g*
Eau 59%

3.2. Catégories des cremes laitieres
Selon Lupien (1998), il existe généralement deux catégories de crémes: les crémes de
consommation utilisées directement en cuising, en pétisserie et dans la préparation de crémes

glacées et les crémes de transformation destinées a la fabrication du beurre et d autres produits.

3.2.1. Cremes de consommation

Les cremes de consommation se distinguent par leur richesse en matiére grasse, selon le
traitement thermique qui leur est appliqué et selon les traitements spécifiques liés aleurs utilisations
(Mahaut et al., 2000 ; Jeantet et al., 2008) :

3.2.1.1. Selon lateneur en matiére grasse

3.21.1.1. Cremea 12 % au moinsde matiere grasse ou Cremelégere
Une créme |égére peut étre ligquide ou épaisse, elle doit étre obligatoirement pasteurisée ou
stérilisée (Boutonnier et Dunand, 1985). Elle convient bien pour le thé, le café et les fruits frais ou

en compote (Sina, 1992).

3.2.1.1.2. Creme a 30 % au moins de matiére grasse
Elle est le plus souvent pasteurisée et maturée aprés un ensemencement par les streptocoques
lactiques. L'acidité développée apporte une protection contre d'autres germes qui pourraient étre

dangereux. L'acidité de ces cremes, exprimée en acide lactique pour 1000 de la partie non grasse, se
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situe entre 8 et 10 contre 1,5 dans les crémes non maturées. En degré Dornic cela fait, d'une part
entre 80° et 100° D et d'autre part, 15° D dans le non gras. Elle convient plus particuliérement a la
cuisine et ala pétisserie (Alais, 1984 In Sina, 1992).

3.2.1.2. Selon letraitement thermique appliqué

3.2.1.2.1. Cremecrue

C’est une creme qui n'a subi aucun traitement de pasteurisation ou de stérilisation. Fruit direct
de I'écrémage, €elle est refroidie et stockée a +6°C (GEM RCN, 2009). De texture liquide et de
saveur douce pendant les premiers jours, sa teneur en matiere grasse est genéralement supérieure a
celle des autres crémes. La mention « crue » est obligatoire sur I'étiquetage (Boutonnier et Dunand,
1985 ; GEM RCN, 2009). Elle est souvent chargée en germes douteux ou dangereux (Sina, 1992).

3.2.1.2.2. Creme pasteurisée

La creme fraiche désigne une creme n'ayant subi que le traitement de pasteurisation et
conditionnée sur le lieu de production dans un délai de 24 heures (Vierling, 1999 et GEM RCN,
2009).

3.2.1.2.3. Creme stérilisée et creme Ultra Haute Température (UHT)

e Cremedtérilistefluide

Une fois conditionnée, la creme crue est stérilisee a 115°C durant 15 a 20 minutes, puis
refroidie. Ce procédé développant un godt de cuit ou de caramel, d’'ou la préférence de la creme
UHT (GEM RCN, 2009).

e CrémeUHT
La creme UHT est stérilisée par un traitement thermique de 140 a 150°C durant quelques
secondes, puis rapidement refroidie et scellée en conditionnement aseptique, étanche et stable
jusgu’ a la date limite de consommation (GEM RCN, 2009). Ce type de creme présente le plus
souvent un go(t doux (pH 6,5 a7) (Vierling, 1999).

Selon les travaux de Vierling (1999), les dates limites de consommation (DLC) des crémes
stérilisées et des cremes UHT sont respectivement de 4 et 8 mois.
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3.2.1.3. Selon lestraitements spécifiquesliés a leurs utilisations
3.2.1.3.1. Creme fouettée

La creme fouettée ou a fouetter est une émulsion foisonnée (Sina, 1992 ; Jeantet et al., 2006 b ;
Jeantet et al., 2008) dans la quelle les bulles d’air sont intégrées dans un réseau de globules gras
partiellement coalescés. Les émulsifiants (mono et diglycérides) et les stabilisants (gélatines et
carraghénanes), assurent la rigidité et la stabilité de la mousse (Jeantet et al., 2006 b). Le
foisonnement ne doit pas étre supérieur a 35 par apport au volume minimal (Vierling, 1999). Les
cremes fouettées |égéres ou non, contiennent au minimum 75% de créme ou de creme légere, qui
peuvent étre additionnées de saccharose (15% maximum), de ferments lactiques, de matiéres
aromatiques naturelles, de stabilisateurs ou de protéines du lait (Vierling, 1999 ; GEM RCN, 2009).

3.2.1.3.2. Creme Chantilly

La creme Chantilly est une creme fouettée contenant au moins 30 % de matiere grasse et
n'ayant fait I'objet d'aucune autre addition que de saccharose (sucre mi-blanc, sucre blanc ou sucre
blanc raffin€) et éventuellement de matieres aromatisantes naturelles (Vierling, 1999 ; GEM RCN,
2009).

3.2.1.3.3. Creme sous pression

La créme sous pression est pasteuriseée ou stérilisée (Vierling, 1999), elle est conditionnée
avec le protoxyde d' azote pur qui assure le foisonnement et la conservation (Sina, 1992 ; Vierling,
1999 et GEM RCN, 2009).

Sina (1992) et GEM RCN (2009) ont signalé que 0,1% de gélatine peut étre ajouté comme
agent stabilisateur. Par ailleurs, Sina (1992) a rapporté que 15% de sucre ordinaire et des matieres
aromatiques naturelles peuvent étre y gjoutées.

3.2.2. Cremes detransfor mation
Les cremes destinées a la transformation, notamment a la fabrication du beurre, subissent
divers traitements de préparation (normalisation, désacidification) destinés a améliorer les

conditions technologiques et la qualité des produits fabriqués (Lupien, 1998).
3.3. Technologie dela crémelaitiere

3.3.1. Ecrémage centrifuge
L’ écrémage du lait est réalisé dans les écrémeuses centrifuges et hermétiques. Ces derniéres

sont constituées de plusieurs compartiments (figure 2) (Jeantet et al., 2008) :

- D’unbol cylindroconique dans lequel est introduit, sous pression, lelait a écrémer ;
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- D’un ensemble de plateaux ou assiettes distants de 2 cm et inclinés a 45° qui séparent le lait
en couche mince. Ces plateaux présentent des trous qui forment des conduits verticaux dans

lesquels chemine lelait. Lelait écrémé et la creme sont évacués séparément en haut du bol.

Sortie de lacreme
Sortie du lait écrémé
Sortie des pompes

Chapeau du bol

Trou dedistribution
Assiettes

Anneau de serrage du bol
Distributeur

Coulissant du fond du bol
Corps du bol

Arbre d’ entrainement du bol

Entrée du lait entier

Figure 2. Principe d’ une écrémeuse a débourbage automatique (Everett, 2007)

L'écrémage centrifuge provoque en méme temps une épuration; les impuretés telles que les
poils, les poussieres et laterre, ains que les grosses micelles de caséines et |es microorganismes se
rassemblent sur les parois du bol ou elles forment une boue (Sina, 1992 ; Jeantet et al., 2008). Dans
le cas des écrémeuses déboureuses automatiques, des débourbages en continu permettent d’ éliminer
ces ééments. Par contre, il est nécessaire de faire des nettoyages fréquents dans le cas des appareils
non débourbeurs (Jeantet et al., 2008).

Selon Sina (1992), les conditions de bon écrémage sont :

- La température doit étre supérieure a 30° C, on peut écrémer a la température de
pasteurisation. L’ écrémage est géné par une température tres haute ou trop basse (Alais,
1984) ;

- La vitesse du régime indiquée par le constructeur doit étre maintenue rigoureusement

constante. Si la vitesse est insuffisante, |I'écrémage est incomplet ;
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- Laqualité du lait a une grande influence. Avec un lait sale et de forte acidité, la formation
des boues est importante des le début de I'écrémage. L'évacuation peut devenir difficile et
I'écrémage trés imparfait ;

- Un exces de gaz, provenant de brassages exageérés, de prises d'air accidentelles, est une
cause de perturbation ;

- Le bol et les tuyauteries doivent étre démontés aprés chaque service et nettoyés
parfaitement. Une écrémeuse sale est une cause de contamination importante du lait et de la
creme.

La creme ainsi obtenue est liquide et douce puisque sa teneur en acide lactique est encore
faible, mais selon qu’on la préléve plus ou moins au centre de |’ axe de rotation, elle sera plus ou

moins riche en matieres grasses (Fredot, 2005).

3.3.2. Pasteurisation

La créme contient plus de bactéries par millimétre que le lait dont elle provient, ces bactéries
étant entrainées en grand nombre avec les globules gras lors de I’ écrémage. De plus, |’ efficacité de
la pasteurisation diminue avec la richesse en matiére grasse (Vignola, 2002).

Mise a part pour les crémes crues, |a pasteurisation consiste en un traitement thermique a haute
température qui se fait entre 80 et 90°C pendant 15 a 20 secondes tout en préservant les qualités
organoleptiques de la créme (Fredot, 2005). Selon Wilbey (2002) et Fredot (2005), €lle provogque
ans:

- Unedestruction des germes pathogenes et de la plupart des germes saprophytes ;
- Unedestruction des lipases qui sont des facteurs de rancissement ;
- Laformation de composés sulfurés réducteurs qui S opposent al’ oxydation des lipides ;

- Lamaitrise ultérieure de la maturation lactique de la créme.

3.3.3. Maturation

L es cremes pasteurisees peuvent étre maturées en preésence de bactéries |actiques mésophiles a
savoir Lactococcus lactis subsp. lactis, Lactococcus lactis subsp. cremoris, Leuconostoc
mesenteroides subsp. Cremoris et Lactobacillus acidophilus (Jeantet et al., 2006 b; Jeantet et al.,
2008 ; Hoffmann, 2011), acidifiantes, aromatiques et parfois épaississantes utilistes a 0,5
% (Fredot, 2005 ; Jeantet et al., 2008). La maturation rend la créme, plus aromatique par la
transformation du citrate en diacétyle par les Leuconostoc, et lui confére une meilleure protection
par production d’ acide lactique et de bacteriocines (nisine, diplococcine) (Jeantet et al., 2008) .
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La phase de maturation se déroule pendant une durée de 12 a 18 heures a une température
comprise entre 12 et 22°C (Fredot, 2005 ; Jeantet et al., 2006 b). L’ acidification entraine la
déstabilisation progressive des micelles de caséines qui, en association avec les globules gras
homogénéisées, conduisent a un épaississement de la creme. Les modifications les plus
significatives, dont I’ accroissement de la viscosité, apparaissent pour des pH inférieurs a5 (Jeantet
et al., 2006 b).

3.3.4. Refroidissement et conditionnement
Apres maturation, la creme est refroidie et conditionnée, puis elle est stockée en chambre froide
(6°C) et commercialisée (figure 3) (Fredot, 2005).

LLAIT ENTIER

A 4

LAIT ECREME (petit lait)

CREME FRAICHE

Figure 3. Diagramme de fabrication de la creme fraiche (Fredot, 2005)
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3.4. Conservation des différentstypes de creme

La date limite de consommation des différentes cremes est variable (tableau 6), selon la charge
microbienne qui suit le traitement thermique appliqué et aussi selon I’ gjout des ferments lactiques
qui jouent un rdéle important dans la conservation des produits laitiers.

Tableau 6. Conservation des différents types de la créme (Fredot, 2005)

Typedecréeme DLC Stockage Conservation
(aprésladatede | (avant ouverture) | (aprésouverture)
conditionnement)

Créeme crue 7 jours 4-6 °C 4-6 °C
(_:rér_ne fraiche 15jours Consommation
lCI:?éurlr?: fraiche 30jours danses 48 heures
épai sse

Creme stérilisée 3 mois Endroits frais

Creme stérilisée 8 moais (<£18°C)

UHT

3.5. Altération dela cremefraiche

La creme fraiche est un produit alimentaire qui renferme plusieurs nutriments tels que les
protéines, les glucides, les vitamines liposolubles et surtout la matiére grasse en plus de sa teneur
élevée en eau (59%), ce qui la rend sujette a différents types d'atérations: microbienne,

enzymatique et physicochimique.

3.5.1. Altération microbienne

La créme peut contenir tous les germes rencontrés dans le lait, méme elle peut véhiculer les
bactéries pathogénes (Guiraud, 2003).

La contamination du lait et des produits laitiers par les germes pathogenes peut étre d'origine
endogene, et elle fait alors suite a une excrétion mammaire de I'animal malade. Elle peut aussi étre
d'origine exogene, il sagit alors d'un contact direct avec des troupeaux infectés ou d'un apport de
I'environnement (eaux, personnel) (Brisabois et al., 1997).

Plusieurs types de microorganismes peuvent étre des agents de dégradation. Tout d’ abord, les
bactéries lactiques peuvent entrainer une acidité trés forte. Les coliformes et les entérobactéries
peuvent entrainer un mauvais godt. Les bactéries lipolytiques détruisent et oxydent la matiere
grasse, entrainant le rancissement de la creme. Les bactéries protéolytiques peuvent dégrader les
caséines. Les germes psychrophiles interviennent aussi en raison du stockage au froid. En fin les

levures et les moisissures peuvent provoquer des altérations du godt (moisi, acre, malté, caramélise)
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(Guiraud, 2003). Certaines espéeces de levures comme Torula cremoris, Candida pseudotropicalis
et Torulopsis sphaerica peuvent se développer dans la creme fraiche en provoquant |’ apparition des
odeurs fruitées (Wilbey, 2002 ; Rowe et Donaghy, 2011)

Une dtération de la qualité hygiénique de la creme fraiche met en cause la santé du
consommateur, cette atération est généraement invisible, elle est due a un développement de
mi croorgani smes pathogenes responsables d’ intoxication alimentaire de gravité diverse. Ces germes
pathogenes libérent des toxines (exotoxines) qui rendent la creme dangereuse a consommer méme
s le microorganisme responsable n'est plus vivant dans le produit. Certains microorganismes
présentent eux-mémes un danger pour le consommateur, c'est le cas des entérobactéries qui
fabriquent des endotoxines (Bouix et Leveau, 1984).

Les germes les plus souvent évoqués sont les mycobactéries, Brucella, Listeria monocytogenes,
Saphylococcus aureus, les entérobactéries, parmi lesquelles les Escherichia coli producteurs de
toxines et Salmonella. D'autres micro-organismes pathogenes peuvent étre rencontrés dans le lait et
les produits laitiers, parmi lesgquels existent Yersinia enterocolitica, Campylobacter jejuni, Coxiella
burnetii, Streptococcus agalactiae, Clostridium botulinum, Bacillus cereus, les moisissures
productrices de toxines et les virus. La présence et la persistance de ces germes dans les laits et les
produits laitiers dépendent de leur résistance au traitement de pasteurisation que peut subir le lait
cru et du niveau initial de contamination dansle lait cru (Brisaboiset al., 1997).

Une altération de la qualité marchande de la créme modifie ses caractéristiques plastiques et
organol eptiques (rancissement, atération du golt), cette altération bien que non dangereuse pour le
consommateur, rend la creme non commercialisable. La défaillance de la technologie mise en
ceuvre pour la stabilité physiologique du produit est la cause principale de cette atération (qui se

produit généralement lentement au cours du stockage de la creme) (Bouix et Leveau, 1984).
3.5.2. Altération enzymatique

3.5.2.1. Protéolyse

La protéolyse est une dégradation enzymatique des proténes par les enzymes protéol ytiques ou
protéases. Ces derniéres sont des enzymes qui catalysent |I'hydrolyse des liens peptidiques de
protéines et qui produisent des proteoses, des peptones, des peptides ou méme des acides aminés
selon le degré d’ hydrolyse (Vignola, 2002).

Dans le lait et les produits laitiers, la protéolyse a deux origines principales : bactérienne ou
native (Haddadi, 2006). Les protéases microbiennes, sont souvent thermorésistantes, sécrétées par

les bactéries psychrotrophes (Martin, 2000). La protéolyse induite par ce type de flore provoque une

30



Revue bibliographique

dégradation des caséines préférentiellement dans I’ordre k >> B > a (Fairbairn et Law, 1986 ;
Grieve et Kitchen., 1985 In Haddadi, 2006) ; elle n’est significative, que pour des contaminations
supérieures 4 10° - 10" germes/ml (Guinot-Thomas et al., 1995 In Haddadi, 2006)

Les deux principales protéases du lait sont le lysosyme et la plasmine. Le lysosyme possede
des propriétés antibactériennes et la plasmine joue un role important dans le lait, car elle hydrolyse
les caséines B, oy €t ap, ce qui libére des peptides de différentes longueurs, cette enzyme est
thermorésistante puisqu’il faut des traitements a 70°C pendant 40 minutes ou a 90°C pendant 5
minutes pour la dénaturer a 99%. La présence de plusieurs ponts disulfure dans sa structure
explique en partie cette résistance alachaleur (Vingola, 2000).

L’ hydrolyse des caséines conduit a la formation de peptides trés courts hydrophobes, qui

conféreraient une amertume ala créme (Goursaud, 1985 et Moller, 2000).

3.5.2.2. Lipolyse

La lipolyse est une réaction enzymatique de dégradation de la matiere grasse qui se traduit
dans le lait par une augmentation de la teneur en acides gras libres (Kuzdzal- Savoie, 1982,
Chilliard et Lamberet, 1984 In Heuchel et al., 2003).

Lalipolyse est due, e plus souvent, al'action d'enzymes présents dans les produits laitiers eux-
mémes. Ce sont les lipases naturelles du lait qui dégradent la matiere grasse. Au stade final de leur
action, elles décomposent les glycérides en glycérol et acides gras. La dégradation est souvent
partielle avec production des mono et diglycérides intermédiaires. Ces derniers sont responsables de
I'amertume décelée dans les produits laitiers. Le défaut « rance » apparait lorsque des acides gras
sont libérés (acide butyrique), lorsque la dégradation est poussée assez loin, le défaut samplifie
jusqu'a I'apparition du godt de savon. La lipolyse des cremes se marque par des modifications de la
tension superficielle et un certain freinage de I’ acidification lactique (Jamotte, 1967).

La lipase naturelle est trés instable et hautement sensible a la chaleur, elle est inactivée par un
chauffage de 30 mn a55°C a 75% (Goursaud, 1985).

Les lipases microbiennes, sont secrétées par certaines especes bactériennes, appartenant a la
flore psychrotrophe, en générale, du groupe Pseudomonas fluoroscensputida. Elle est capable de se
développer s la température n’'est pas assez bien contrélée au dessus de 4°C. Ces lipases sont
capables d’'agir a basse température et sont thermorésistantes contrairement aux germes qui les
produisent (Demazeaud, 1997).

D’autres enzymes peuvent intervenir dans la dégradation de la matiere grasse laitiére
notamment les lipases secrétées par les levures et les moisissures (Weber, 1994) et par les cellules

leucocytaires, dont le role est probablement mineur (Martin, 2000).
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3.5.3. Oxydation lipidique
L’ oxydation de la matiere grasse est probablement la transformation chimique, causant le plus

important probléme en technologie laitiere.

L’ oxydation des différents constituants de matiere grasse peut entrainer |’apparition de
nombreux golts comme le go(t d’ oxydé ou métallique. Les phospholipides sont les plus exposés a
I’ oxydation lipidique vu leur structure chimique et leur situation a la périphérie des globules gras
(Vignola, 2002). Les peroxydes ains libérés seront dégradés et générent des adéhydes, des
hydrocarbures, des cétones ou des acides (Weber, 1994). Par ailleurs, un de golt de suif peut
provenir de |’ oxydation des triglycérides. L’ oxydation de la matiére grasse se produit surtout sur les
chaines des acides gras insaturés, et ce en trois éapes. D’abord, il y a formation d’'un radical en
position o d’'une double liaison, c’'est-a-dire sur les atomes de carbone adjacents aux atomes de
carbone qui forment ladouble liaison. Ce radical est initié par lalumiére ou certains métaux comme
le nickel et lefer (Vignola, 2002 ; Jeantet et al., 2006a ; Jeantet et al., 2008). Par la suite, I’ oxygéne
S agoute au radica et provoque |'accumulation des hydroperoxydes d'acides gras. Enfin, ces
derniers se décomposent en différents produits comme les aldéhydes, les alcools, les cétones et les
acides gras libres (Vignola, 2002; Jeantet et al., 2006a).

Les moyens mis en ceuvre pour prévenir cette décomposition consistent a protéger le lait et les
produits laitiers de la lumiére, notamment par I’ utilisation des emballages opaques, et contre toute
contamination en cuivre et en fer. En outre, les antioxydants naturels comme les tocophérols et
I’acide ascorbique sont tres efficaces pour prévenir |I'oxydation des matiéres grasses (Vignola,
2002).
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Figure 4. Organigramme de la méthodologie de I’ étude
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1. Extraction del’ huile essentielle
L’ extraction de |" huile essentielle est effectuée aux laboratoires physicochimiques de I’ Institut
delaNutrition, de I’ Alimentation et des Technologies Agroalimentaires (I.N.A.T.A.A., U.C.1).

1.1. Matériel végetal

L’ huile essentielle testée a été extraite a partir de I’ écorce ou zeste du Citron (Citrus limon),
variété Euréka. Le zeste est la partie du fruit la plus riche en huile essentielle rapport aux autres
parties (Robert et Lobstein, 2005).

La récolte du fruit a été effectuée durant les mois avril et mai 2012, provenant d’un verger,
situé dans la région d' El-Milia dans la wilaya de Jijel. Les caractéristiques déterminées sur le fruit
récolté sont la couleur, la forme qui sont déterminées par une analyse visuelle al’ eeil nu, I’ épaisseur
de I’ écorce par un décimétre, le poids du fruit entier ainsi celui de zeste par une balance analytique,

enfin lateneur en eau al’ aide d’ un humidimetre a 105°C.

Avant I' utilisation du fruit, il doit subir un lavage par I’eau pour éliminer les souillures et les
taches noires qui se trouvent ala surface du fruit, puis un essuyage par un chiffon propre.

1.2. Extraction de !l huile essentielle
L’extraction de I'huile essentielle est réalisée en utilisant un appareil de type Clevenger. Une

quantité de 100 g de zeste du citron est introduite dans un erlenmyer a deux cols de 2L rempli d’eau
distillée jusgu'aux deux tiers de sa capacité (d'environ 660 ml). L’ensemble est ensuite mis a
ébullition pendant une durée déterminée apres le suivi de la cinétique d extraction. L’ erlenmyer
ainsi chauffé, produit de la vapeur chargée de produits volatils. Cette vapeur se condense au contact
d un réfrigérant. Le condensét est recueilli dans une ampoule a décanter ou s effectue la séparation
des deux phases non miscibles : phase agqueuse et phase organique, cette derniére constitue I’ huile
essentielle qui sera traitée avec du sulfate de sodium anhydre pour éiminer toutes traces d eau
(Chanthaphon et al., 2008).

L’ huile obtenue est conservée dans un réfrigérateur a une température de 4°C, dans des flacons
en verre emballés avec du papier aluminium en vue de son analyse et de son incorporation dans la
créme fraiche.

1.3. Suivi dela cinétique d’ extraction

Selon Bachelot et al. (2006), la cinétique d’ extraction a pour but de fixer le temps nécessaire
pour extraire le maximum d huile et pour éviter les pertes du temps et d' énergie. Cette cinétique
consiste a déerminer le rendement en fonction du temps d'extraction. Dans notre éude, le
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rendement a éé déterminé chague 15 minutes en tenant compte du temps d extraction dés la
formation de la premiére goutte du distillat, cette étape correspond a la montée de la température
d ébullition d’ eau.

1.4. Calcul du rendement d’ extraction
Selon la norme AFNOR (1986), le rendement en huile essentielle est défini comme étant le
rapport entre la masse de I’huile essentielle obtenue aprés extraction et la masse de la matiére

végétale utilisée. Le rendement exprimeé en pourcentage est calculé par laformule suivante :

M
RHE(%) = M x 100

Ou: Rue : rendement en huile essentielle ;
M; : masse de |” huile essentielle obtenue en g;

M. : masse des zestesen g.

2. Evaluation des activités biologiques de I’ huile essentielle du Citruslimon
2.1. Evaluation del’ activité antioxydante
Les tests de I’ activité antioxydante sont effectués au niveau du laboratoire physicochimique de
I"Ingtitut de la Nutrition, de I’ Alimentation et des Technologies Agroaimentaires (I.N.A.T.A.A.,
U.Cl).
L’ activité antioxydante de I huile essentielle extraite a été évaluée in Vitro par deux méthodes :

le test de blanchissement du 3-caroténe et par la mesure du pouvoir de piégeage du radical DPPH®.

2.1.1. Test de blanchissement du p-carotene

Le test de blanchissement du B-caroténe est réalisé en suivant la méthode décrite par
Mayachiew et Devahastin (2008) ou 2 mg de -carotene ont été dissous dans 20 ml de chloroforme.
Un volume de 3ml de la solution obtenue a été introduit dans un ballon contenant 40 mg d’ acide
linoléque et 400 mg de Tween 20. Apres évaporation du chloroforme par le rotavapeur a 50°C
pendant 5 min, 100 ml d'eau distillée saturée en oxygene ont été goutés avec agitation. De cette
nouvelle solution, 3 ml sont mélangés avec 120ul de la solution d’ huile essentielle du C. limon a
une concentration de 0,004g/ml d’ é&hanol dans un tube a essai.

Dans le contrdle positif, I'huile essentielle est remplacée par |'a- tocophérol (antioxydant
naturel lipophile), et dans le contréle négatif par |’ éthanol. Une solution ayant la méme composition
de cette derniére solution, mais sans f3-carotene et sans antioxydant (huile essentielle ou vitamine E)
a été employée pour éaonner |e spectrophotomeétre.
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Les tubes ont été placés dans un bain Marie a 50°C et I'oxydation de I'émulsion du B-caroténe a
été surveillée par spectrophotométrie a 470 nm chaque 20 min pendant 120 min.

e Expression des résultats
L'activité antioxydante, exprimée en pourcentage, est calculée par I'équation suivante :
AA (%) = [1— (Aeo — Akt) / (Aco — Act)] x100
Ou: AA (%) : Activité antioxydante ;
Ago : valeur de l'absorbance de 1’émulsion en présence de I’huile essentielle ou de la
vitamine E mesurée at=0 ;
Aco: valeur de I'absorbance de 1’émulsion du contrdle négatif mesurée a t=0 ;
Ag: : valeur de l'absorbance de 1’émulsion en présence de I’huile essentielle ou de la
vitamine E mesurée a t=120 mn ;

Ac:: valeur de l'absorbance de 1I’émulsion du controle négatif mesurée a t=120 mn.

2.1.2. Test au DPPH®

Le DPPH° (2,2-Diphényl-1-picrylhydrazyl) est un radical libre stable de couleur violacée. En
présence de composés anti-radicalaires, le radical DPPH® est réduit et change de couleur en virant
au jaune. Les absorbances mesurées a 517 nm servent a calculer le pourcentage d’inhibition du
radical DPPH®, qui est proportionnel au pouvoir anti-radicalaire de 1’échantillon (Gachkar et al.,
2007 ; Chaabi ,2008).

Le protocole suivi est celui décrit par Dung et al. (2008) et Nikhat et al. (2009). Dans des tubes
a essai secs, une quantité de 2,9 ml de chaque dilution d’huile essentielle (16pg/ml; 8 pg/ml;
4 ug/ml; 2 pg/ml; 1 pg/ml; 0,5 pg/ml) a été mélangée avec 100 pl de la solution éthylique au
DPPH° de 0,004% (p/v). Aprés agitation, les tubes sont placés a 1’obscurité a température ambiante
pendant 30 minutes. La lecture est effectuée par la mesure de I’absorbance a 517 nm.

Dans le controle négatif, les différentes dilutions d’huile essentielle ont été remplacées par
100ul d’éthanol et dans le contréle positif par des dilutions de 1’a-tocophérol (16pg/ml ; 8 pg/ml ;
4 ug/ml; 2 pg/ml; 1 pg/ml; 0,5 pg/ml).

e Expression des resultats
Les résultats ont été exprimés en tant qu’activité¢ anti-radicalaire ou 1’inhibition des radicaux

libres (DPPH®) en pourcentages (I %) a été calculée par la formule ci-dessous :

(Ac — Ae)
PR (%) = —Ac x 100
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Ou: PR : pouvoir delaréductionen %
Ag: absorbance de la solution de DPPH® en présence de I’ huile essentielle ou de la vitamine
E;
Ac : absorbance de la solution de DPPH® en absence de I’ huile essentielle et de la vitamine
E.

L'activité antioxydante de I'huile essentielle ou de la vitamine E a été exprimée par la
Concentration Efficace (CEsp), celle-ci est définie comme étant la concentration de I’ antioxydant
nécessaire pour réduire 50% des radicaux libres dans le milieu réactionnel (Nikhat et al., 2009).

Les valeurs CEsg moyennes ont été cal culées graphiquement a partir de trois essais séparés ou
I'abscisse est représentée par la concentration des composés testés et |'ordonnée par le pouvoir de
réduction en pourcentage (Brand-Williams et al., 1995, Portes, 2008).

2.2. Evaluation del’activité antimicrobienne
Les tests de I’ activité antibactérienne sont réalisés au niveau du service de microbiologie de
I” établissement publique hospitalier d’El-Milia, Jijel.
L’ évaluation de I’ activité antimicrobienne de I’ huile essentielle testée a été réalisée par deux
méthodes : la méthode des aromatogrammes et |la méthode de dilution d’ agar. Dans cette partie,
nous avons testé six souches microbiennes, deux souches bactériennes et quatre souches

levuriennes.

2.2.1. Micro-organismestestés

Deux bactéries Pseudomonas aeruginosa et Escherichia coli ont été testées. Ces deux souches
sont des bactéries a Gram négatif, pathogenes et contaminant le plus souvent la creme fraiche. Elles
nous ont éé fournies par |'éablissement public hospitalisé d El-Milia, Jijel. La souche
Pseudomonas spp peut hydrolyser la matiere grasse et causer le rancissement de la creme fraiche
(Rowe et Donaghy, 2011). Par manque de souches de levure de référence, nous avons procéde a
I"isolement et al’ identification de quelques souches a partir de la creme fraiche contaminée.

Nous avons évalué |’ activité antimicrobienne afin que nous puissions fixer des concentrations

minimales inhibitrices ou seuils de I’ huile essentielle aincorporer ala créme fraiche.
2.2.2. I solement et identification delevuresa partir dela cremefraiche contaminée

L’isolement des levures a partir de la creme fraiche contaminée est effectué au niveau du

Laboratoire de Mycologie, de Biotechnologie et de I’ Activité Microbienne (LamyBAM) de |’ U.C1.
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L’identification des levures isolées et les tests de I’ activité antifongique sont effectués au niveau
du laboratoire microbiologique de’l.N.A.T.A.A., U.CL.

e |solement

L’isolement des levures a été effectué en suivant le protocole du Lopandic et al. (2006). Une
quantité de 10 gramme de creme fraiche est homogénéisée dans 90 ml de solution du citrate de
sodium & 2% stérile. Une série de dilution est préparée jusqu’a 10°. Chague dilution est étalée ala
surface du milieu gélosé Oxytétracycline Glucose Agar (OGA) (Guiraud, 2003), en présence de
I” antibiotique oxytétracycline a 1 mg/ml dont le réle est d'inhiber la croissance de bactéries Gram
positif et Gram négatif. L’ ensemencement a été fait en surface, par é&talement de 0,1 ml de culture
en stries transversales. Les boites de Pétri sont incubées a 30°C, pendant 24 a 72 h.

Apres incubation de ces boites, les souches de levures ont été purifiées par des repiquages
successifs. Les cultures sont stockées a4°C pour favoriser leur viabilité et limiter les possibilités de
variations.

e I|dentification
- Etude des caractéres culturaux

Les caracteres culturaux ont été étudiés en milieu liquide (YPG) et milieu OGA. Les cultures
ont été incubées pendant 3 jours 28°C, examinées puis laissées 4 semaines a la température du
laboratoire et réexaminées. Les caractéeres culturaux éudiés ont été la forme des colonies, la coupe

des colonies, I’ aspect de la culture sur milieu liquide et la couleur (Guiraud, 2003).

- Etudedes caractéres morphologiques

La morphologie cellulaire normale et le mode de reproduction végétative sont deux caracteres
étudiés par des examens microscopiques. Cette étude microscopique permet de définir la forme,
I” arrangement et le mode de division des cellules. Les examens microscopiques ont lieu a partir des
milieux solide et liquide utilisés au bout de deux a trois jours. Les préparations microscopiques
utilisées sont I’ état frais et la coloration au bleu de méthyléne (Guiraud, 2003).

Pour observer |’ aptitude a la filamentisation, une culture de levures est ensemencée en une strie
longitudinale, sur une lame stérile préalablement coulée par le milieu PDA.

La lame est mise dans la boite de pétri, contenant un peu d'eau stérile, pour éviter la
dessiccation du milieu et incubée a 30°C. L’ observation microscopique se fait aprés 2 a5 jours (au
grossissement x 40 ou x 100) (Guiraud, 2003).
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- Fermentation dessucres

Les sucres testés sont le D- glucose, le maltose, le D-fructose, |e saccharose, le lactose, le D-
galactose. La solution de base utilisée pour la fermentation des sucres, est le milieu eau de levure
(extrait de levure a 0.5% dans I|’eau), conditionné avec une cloche de Durham. Avant
ensemencement, des solutions stériles des sucres a tester sont gjoutées dans ces tubes, de sorte que
la concentration finale soit de 2%. Les tubes sont ensemencés avec une goutte d’ une suspension de
levure. Les cultures sont incubées a 25-28°C, pendant 48 heures a 3 semaines. Un sucre est
fermenté, quand il y a présence de gaz dans la cloche (Wickerham et Burton, 1948 et Wickerham,
1951 in Merabti, 2006).

2.2.3. Préparation des suspensions microbiennes et des disques

2.2.3.1. Suspension bactérienne

Les bactéries a tester sont ensemenceées dans des boites de Pétri contenant le milieu Hektoen et
incubées pendant 24 heures. A partir d’ une culture jeune de 18 h, et a l'aide d'une anse de platine
guelques colonies bien isolées et parfaitement identiques sont prélevées et mises dans 5ml d'eau
physiologique stérile a0,9% de NaCl. La suspension bactérienne est bien homogénéisée.

La lecture de la transmittance est effectuée par un spectrophotométre réglé a une longueur
d'onde de 620 nm. La transmittance doit étre entre 22% et 32%, ce qui correspond a une
concentration de 10’ & 10° germes/ml (Hazzit, 2008).

2.2.3.2. Suspension levurienne

La préparation de I’inoculum pour les levures est la méme que celle des bactéries sauf que,
pour les levures, la culture doit étre jeune de 48h sur le milieu OGA (Guiraud 2003) et la
transmittance doit étre entre 2% et 3%, ce qui correspond toujours & une concentration de 10” & 10°
germes/ml. L’inoculum doit étre utilisé dans les 15 minutes qui suivent sa préparation (Hazzit,
2008).

2.2.3.3. Disques
Les disques sont fabriqués a partir du papier Wattman Ne4( par un perforateur a 2 trous du
papier, avec un diametre de 6mm. Ensuite, ces disgues sont mis dans un tube a essai, stérilisés a

I'autoclave, puis stockés a une température ambiante.
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2.3. Méthode de diffusion ou des aromatogrammes

La méthode des aromatogrammes consiste a déposer un disgue stérile en cellulose, de 6 mm de
diamétre et imprégné de I'HE a tester, a la surface d’une gélose préalablement coulée dans une
boite de Pétri et ensemencée avec le micro-organisme a tester. Apres incubation, la lecture des
résultats se fait par la mesure du diamétre (mm ou cm) de la zone claire autour du disque (halo
trandlucide), appelée zone d'inhibition.

Selon Hussain et al. (2010), un volume de 20 ml de milieu gélosé (I’agar de Muller Hinton
pour les bactéries et de Sabouraud pour les levures) en surfusion est coulé dans des boites de Pétri.
Aprés solidification des milieux de culture, 100 ul de la suspension microbienne a tester sont étalés
en surface.

Dans des conditions aseptiques et a |’ aide d’ une pince stérile, les disques stériles, imbibés avec
5 ul d huile essentielle de Citrus limon, sont déposés sur |a surface de la gélose. Les boites de pétri
sont maintenues a 4°C pendant une heure pour que I huile essentielle puisse diffuser (Rozman et
Jersek, 2009).

L’incubation s effectue a 37 °C pendant 24 heures pour les bactéries et 25 °C pendant 48

heures pour les levures.

e Expression desrésultats
Les résultats sont exprimeés par le diamétre de la zone d’inhibition, mesuré al’aide d’ une regle

en (mm) (y compris le diamétre de disque de 6mm). D’ apres Meena et Sethi (1994) et Ela et al.
(1996) la sensibilité a I'huile essentielle a été classée en fonction des diametres des halos
d'inhibition comme suit :

1. Fortement inhibitrice lorsque le diamétre de la zone d’ inhibition est supérieur 228 mm ;

2. Modérément inhibitrice lorsque e diamétre de la zone varie entre 16 et 28 mm

3. Légérement inhibitrice lorsque le diamétre de la zone varie entre 10 et 16 mm ;

4. Non inhibitrice lorsque le diametre d’ inhibition est inférieur 2 10 mm.

2.4. Méthode de dilution d’agar

Selon Hammer et al. (1999), un volume de 20 ml d’ Agar Muller Hinton fondu et additionné de
0.5% (v/v) tween 20 ont été mis dans des tubes a essai en leur rajoutant, aseptiquement (200 ; 400 ;
800 ; 1600 pul) de I’ huile essentielle pour obtenir les concentrations suivantes (1% ; 2% ; 4% ; 8%),
et la méme quantité de Sabouraud additionnée de 0.5% (v/v) tween 20 ont é&é mis dans des tubes a

essal en leur rgoutant (25 pl; 50 pl ; 100 pl ; 200 ul ; 400 pl ; 800 ul) pour obtenir les
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concentrations en huile essentielle suivantes (0,125% ; 0, 25% ; 0,5% ; 1% ; 2% ; 4%). Ces deux
gammes de dilutions sont préparées en basant sur des essais préliminaires.

Les milieux de culture avec les différentes dilutions de I’ huile essentielle et e tween 20 sont
coulés dans des boites de Pétri. Apres solidification de la gélose, les boites sont mises a 35°C
pendant 30 minutes.

Les boites coulées avec le milieu Mueller Hinton sont partagées en deux parties dans les
quelles nous avons mis les deux souches bactériennes sous forme de dépéts de 1uL contenant 10
germes/ml. Les boites coulées avec le milieu Sabouraud sont partagées en quatre parties dans les
guelles nous avons mis les quatre souches de levures a concentration identique que celle des
bactéries (1ul).

Le Mueller Hinton et Sabouraud avec 0,5% (v/v) de Tween-20 et sans huile essentielle, ont été
utilisés comme contréles positifs.

Les boites de Pétri ont été incubées a |’ étuve a 37°C pendant 24 heures pour les bactéries et a
28°C pendant 48 heures pour les levures.

e Expression desrésultats
La CMI représente la plus faible concentration d huile essentielle inhibant toute croissance
visible a I'ceil nu apres la période dincubation a 37°C et a 28°C. La présence de deux colonies ou

moins est anégliger (Hammer et al., 1999).

3. Incorporation del’huile essentielle dans la créme fraiche

L’ ensemble des travaux de cette partie est effectué dans I’ atelier de la creme fraiche et aux
laboratoires de physicochimie et de microbiologie de la laiterie SARL Safilait. Le test de stabilité
oxydative et les séances des analyses sensorielles ont été réalisées au niveau du laboratoire de
physicochimiedel’l.N.A.T.A.A., UC.1.

3.1. Fabrication des cremes fraichesincorporéesde |’ huile essentielle du Citruslimon

L e procédé de fabrication des cremes fraiches élaborées est illustré dans lafigure 5. L’ gjout de
I"huile essentielle stérile est effectué au niveau du laboratoire microbiologique dans des conditions
stériles. Le préévement de la créme fraiche est effectué apres I’ étape de pasteurisation dans des
conditions aseptiques. Le conditionnement est réalisé manuellement dans des flacons stériles de
50ml, emballés avec du papier aluminium.

L’ huile essentielle gjoutée a été stérilisée par filtration a I’aide d’'un filtre stérile de 0,22 um
(MILLIPORE MILLEX GS) (Annexe 1).
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Les trois doses incorporées dans la creme fraiche sont fixées a partir des résultats des tests des

activités biologiques et des analyses sensorielles préliminaires: 0,125% ; 0,25% ; 0,5%.

Récention du lait cru (lait de vache)

A

4

Filtration et

désaération

A

y

| Refroidissement (5°C) |

)

| Préchauifface (55 260°C) |

)

| Déoaazane |

| Ecrémaae |

| Refroidissement (5°C) |

| Pasteurisation (90°C/ 30s) |

A 4
| Refroidissement (7°C) |

\ 4

Ajout des différentes concentrations en HE
(0% ; 0,125% ; 0,25% ; 0,5%)

A 4
Conditionnement
| |

v
Stockaoe (4 2a6°C)

Figureb5. Principales étapes de fabrication des cremes fraiches

3.2. Prélevement d’ échantillon
Des prélévements a partir des échantillons de lait cru, de créme avant pasteurisation, des
cremes et des crémes fraiches élaborées ont été effectués tous les deux jours a partir du premier jour

d ouverture et de fabrication jusqu’ au jour de leur altération.
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Les flacons stériles sont stockés par la suite dans un réfrigérateur a une température de 4°C
jusqu’a analyse.
Des prélevements a partir des cremes fraiches élaborées ont été effectués chague 2 jour dés le

premier jour de production aprés son ouverture jusqu’ a leur altération microbiologique.
3.3. Analyses physico-chimiques

3.3.1. Teneur en eau et en matiéresvolatiles

La détermination de I’ extrait sec a été réalisée par un dessiccateur MAC110/NH, son principe
repose sur I’ @imination de I’ eau totale a une température de 125°C pendant 25 minutes.

Une prise d'essal de 3g a été étalée sur toute la surface d' une capsule en verre préalablement
tarée, puis introduite dans le dessiccateur et I’analyse est lancée. La vaeur de I’ extrait sec en

pourcentage (%) est lue directement sur I’ afficheur numérique apres le bip sonore.

3.3.2. Densité du lait

Dans une éprouvette, un volume du lait a éé versé lentement en évitant la formation de
mousse; puis le thermo-lacto-densimétre a été plongé dans I'éprouvette et apres stabilisation de
celui-ci, lalecture de ladensité et de latempérature a éte effectuée.

Ladensité est ramenée a 20°C par laformule suivante (Labioui et al., 2009):

Densité corrigée = densité lue + 0,2 (température du lait < 20°C).

3.3.3. pH

La mesure du pH a été réalisée avec un pH-métre en introduisant directement les deux sondes
(pH et température) dans les échantillons (lait et cremes fraiches é aborées) a une température de 20
a25°C.

3.3.4. Aciditétitrable

Neutralisation de |’acide lactiqgue d' un produit laitier par une solution de NaOH a N/9 en
présence d’ un indicateur coloré (phénolphtaléne).

Un volume de 10 ml de lait a é&é introduit dans un bécher, 2 a 3 gouttes de phénol phtal éne sont
ajoutées, le mélange est homogénéisé, dans le cas de la créme fraiche les 10 ml ont éé dilués dans
10 ml d’ eau distill ée.

A partir d’une burette réglée a0, le dosage de I’ échantillon par la soude jusqu’ au virage au rose
a été effectué. La coloration rose doit persister au moins 10 secondes. La lecture du volume de la

solution titrante utilisée est lue directement sur la burette.
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e Expression desrésultats

L’ acidité du lait et des crémes fraiches élaborées est exprimée en degré Dornic (°D), le degré
Dornic (°D) correspond au nombre de 1/10 de ml de soude Dornic N/9 nécessaire pour assurer le
virage de la phénol phtal é ne (Guiraud, 2003).

L’ acidité est donnée par laformule suivante:
Acidité (°D) = Vx10
V : levolume en ml de NaOH de la chute lue.
1°D=0,1g d' acide lactique.

3.3.5. Teneur en matiére grasse

La matiere grasse du lait et des crémes éaborées est déterminée par la méthode de Gerber ou
méthode acidobutyrométrique décrite par AFNOR (1980).

La matiere grasse a été séparée par centrifugation au butyrometre, aprés dissolution des
protéines par |I’addition d’acide sulfurique. La séparation de la matiére grasse a été favorisee par
I’addition d'une petite quantité d’alcool isoamylique. La teneur en matiere grasse a été lue
directement sur I’ échelle du butyrométre.

Un volume de 5ml de I’ échantillon a été introduit dans un butyrométre (dans le cas de la creme
fraiche 10ml d'eau distillée ont été gjoutes), 10 ml d acide sulfurique et 1ml d alcool isoamylique
ont été additionnées. Le butyrométre a été fermé a I’aide d’un bouchon, agité avec précaution
jusqu'a disparition des grumeaux, puis introduit dans une centrifugeuse pendant 5 minutes a une
vitesse de 1200 tours/min & 65°C.

e Expression desreésultats
La teneur en matiére grasse exprimée en pourcentage a été lue sur I’ échelle graduée selon la

formule suivante :
Teneur en matiére grasse (%) = X1- X o

Xo = graduation atteinte par le niveau inferieur du butyrometre;
X1 = graduation atteinte par le niveau supérieur du butyromeétre.
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3.4. Analyses statistiques

Les résultats de I’ activité antioxydante ont été traités par le test du Khi 2 et des anayses
physicochimiques par |’analyse de variance (ANOVA) a l’aide d’'un logiciel statistique XLSTAT
(2009) pour déterminer la signification des différences des paramétres au seuil de signification de
0,05.
3.5. Analyses microbiologiques

Selon |” arrété interministériel du 27/05/1998, les germes recherchés et déenombrés dans le lait et
la creme fraiche sont : |a flore total e aérobie mésophile (FTAM) a30°C ; les Coliformes totaux ; les
Coliformes fécaux ; les Salmonnelles ; Saphylococcus aureus ; la flore psychrophile et les levures
et les moisissures.
3.5.1. Préparation des solutions meres et des dilutions décimales

Pour chagque prélévement 10 ml de produit a analyser a été introduit dans un flacon contenant
90 ml d’ eau physiologique, ainsi la solution mére qui correspond & la dilution 10™ a été obtenue, &
partir de laguelle des dilutions décimales jusqu’ 410°° ont été préparées, ol 1ml de la dilution 10*"a
été introduit dans un tube a assai contenant 9 ml de I’ eau physiologique pour obtenir ladilution 10™
(Guiraud, 2003).

3.5.2. Dénombrement de la flore totale aérobie mésophile

Les microorganismes aérobies et aéro-anaérobies facultatifs peuvent se développer dans un
milieu nutritif non sélectif, incubés a 30°C pendant 72 h. Ils apparaissant sous formes de colonies de
tailles

Un volume de 1ml de solution meére et de chague dilution a été introduit dans des boites de
pétri vides, sur lesquelles le milieu gélose nutritif a été gouté. L’ensemble a é&é mélangé avec
précaution par rotation en forme de huit et laissé se solidifier. L’incubation a été effectuée a 30 °C
pendant 72 heures.

Apres 72 heures, les colonies développées quelques soit leur taille ont été comptées a I’aide

d un marqueur.

3.5.3. Dénombrement des coliformes totaux et des colifor mes fécaux

Le principe consiste a compter les colonies caractéristiques des coliformes totaux qui se
développent en 24 h a 37°C et les coliformes fécaux qui se développent en 24 h a 44°C, sur la
gélose Mac Concky puis a confirmer le nombre de colonies par fermentation du lactose, il s agit
d’un dénombrement de coliformes (NF ISO 4832).
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Dans deux séries des boites de pétri, transférer 1 ml d’échantillon a examiner et verser
rapidement 10 a 15 ml de milieu gélose en surfusion. Puis mélanger avec précaution par rotation

lente en forme de huit et laisser les boites se solidifier.

La premiére série a été incubée a une température de 37°C pendant 24/48 heures pour la
recherche de coliformes totaux et la deuxiéme série est incubée a 44°C pendant 24 heures pour la
recherche de coliformes fécaux.

Apres incubation, compter les colonies rouges violets, ayant un diamétre d’au moins de 0,5

mm. Le nombre de bactéries coliformes par gramme est donné par la formules suivante ;

N=C.=
¢-d

C : nombre de colonies ;

d : facteur de dilution.

3.5.4. Dénombrement des levures et des moisissures

L’isolement des levures et des moisissures nécessite des milieux sélectifs contenant des
substances antibactériennes (Guiraud, 2003). Le milieu OGA est le milieu le plus utilisé, auquel un
antibactérien est ajouté afin d’inhiber tout développement bactérien.

La gélose OGA préalablement fondue et refroidie a été répartie dans des boites de pétri vides.
De l'oxytetracycline (Img/ml) lui a été ajoutée et I'ensemble et homogénéisée. Aprés solidification,
0,1 de la dilution 10™ ml a été ensemencé en surface. L'incubation a été faite & une température du
25°C pendant 3 a 5 jours.

Les levures et les moisissures sont de formes, de couleur, d'aspect et de taille variables (Sina,
1992).

3.5.5. Recherche des staphylocoques

Ensemencement de la solution mére en surface d’un milieu sélectif (Chapman) a une
température de 37°C pendant 24 heures.

Un volume de 0,1 ml de la solution mére de 1’échantillon a été ensemencé a la surface des
boites pétri coulées par le milieu Chapman. L’incubation a été faite a une température de 37°C

pendant 24 heures.
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e Lecture
Les Saphylococcus aureus sont de couleur jaune, entourés d'un haot claire. Les

staphyl ocoques non pathogenes se caractérisent par des colonies transparentes et visgueuses.

3.5.6. Recherche des salmonelles

La recherche des salmonelles se fait en suivant trois étapes qui sont : le pré-enrichissement,

I” enrichissement et |”isolement sur un milieu sélectif.
e Pré-enrichissement

Le pré-enrichissement s effectue en bouillon de sélénite, I'intérét de cette étape pour la plupart
des produits anal ysés. Elle permet la récupération des bactéries stressées (Geldel, 1996).

Une quantité de 25 g du produit ont été prélevés et additionnés avec 225 ml d' eau peptonée
puis mélangés jusqu’ a dissolution complete du produit. L’ incubation a été effectuée a 37°C pendant
24 heures.

e Enrichissement

Un volume de 1ml de la solution de pré-enrichissement de chague produit a été introduit dans
des tubes a essai contenant 10ml de sélénite cystéine. L’incubation a été effectuée a 37°C pendant
24 heures

e |solement sur gélose Salmonelle- Schigella ou milieu (SS)

Un volume de 0,1ml de contenant des tubes positifs a été ensemence a la surface des boites de
pétri préal ablement coulées par le milieu SS. L’ incubation a été effectuée a 37°C pendant 24 heures.

Lecture

Les salmonelles se présentent sous formes des col onies trandl ucides avec un centre noir.
3.6. Evaluation de la stabilité oxydative des cremes fraiches éabor ées

*Test de Schaal

Le test de Schaal implique un chauffage al’air de 50-100 g des lipides placés dans des capsules
ouvertes a une température donnée (50-100°C), jusgu’a I’ apparition des flaveurs d’ oxydation qui
sont déterminées a des intervalles réguliers par voie anaytique (indice de peroxyde ou test de
thiobarbiturique) (Collomb et Spahni, 1996).

Une quantité de 50 g du produit (cremes fraiche) ont été introduits dans un bécher de 100 ml,
puis placés dans I’ étuve a une température de 63°C pendant 8 jours. Des préévements ont été
effectués chaque deux jours (chague 48heures) pour déterminer I’oxydation des lipides par la
méthode de I’ acide thiobarbiturique (Bandyopadhyay et al., 2008).
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*Test des substancesréactivesal’acide thiobarbiturique (TBARS)

Cette méthode permet de quantifier la peroxydation lipidique, dans le plasma et les aiments, en
mesurant la libération du malondialdéhyde (MDA), un des produits maeurs de dégradation des
lipides (Botsoglou et al., 1994). Le MDA reéagit avec I'acide thiobarbiturique pour donner des
pigments de coloration rouge mesuré a une longueur d onde de 532 -535 nm.

20 ml de I’acide trichloroacétique (TCA) a 20 % (p/v, pH : 3,5) a été gjouté a une quantité de
20 g de creme fraiche, quantité nécessaire a |’ extraction du MDA du produit oxydé. Le mélange a
été centrifugé a 4000 tours/mn pendant 15 mn. Un volume de 2ml de la solution de TBA a20 mM a
été gjouté a 2ml du sous-nageant obtenu (le MDA extrait) avec une agitation pendant 5 secondes
dans un vortex.

Le mélange a été placé ains dans un bain marie réglé a 95°C pendant 10 minutes pour favoriser
laréaction TBA et MDA cette réaction nécessite un milieu acide et a chaud. Apres refroidissement
du mélange, un volume de 5 ml de butan-1-ol a été gouté avec agitation pendant 5 minutes.

L a phase supérieure a butan-1-ol obtenue, apres Centrifugation a 1500 trs/ mn pendant 10mn, a

servi alamesure de |’ absorbance 4 532nm (Djenane et al., 2011).

e Expression desrésultats
La quantité de TBARS (Thiobarbituric acid reactive substances) a été calculée sur la base de
coefficient d’extinction molaire ¢ = 155mM™.cm™ en utilisant I’équation suivante (Draper et
Hadley, 1990) :
mg équivaent MDA/Kg = (Acorigee VTca. 2. M. 107 /1,66 m
Soit, V1c:volume de solvant d’ extraction
m: masse de |’ échantillon analyseé (g)
M : Masse moléculaire de MDA = 72 g/mol

3.7. Analyses sensorielles

Les tests utilisés couramment dans les laboratoires pour I'analyse sensorielle des produits
alimentaires comprennent I'éude de la différence, du classement par rang de l'intensité, de
I'attribution des cotes d'intensité et les analyses descriptives (watts et al., 1991). Les tests appliqués
sur nos produits sont le test de comparaison par paire, le test de classement par rang et le test
hédonique.
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e Pand

Le panel est congtitué de 10 sujets de sexes masculin et féminin ; enseignants, étudiants en
graduation et en post-graduation de I’ Institut de Nutrition, de I’ Alimentation et des Technologies
Agro Alimentaire de I’ Université Constantinel.

Il leur est montré la fagon dont les bulletins seront remplis, en se servant de bulletins agrandis
projetés sur un écran. Nous avons évité de discuter de |'aliment qui sera soumis aux essais, en
expliquant la méthode et les protocoles d'analyses utilisées, pour réduire la confusion et rendre la
téche plus facile aux dégustateurs. 1l est important qu'ils comprennent bien les procédures utilisées
et la fagcon de remplir les bulletins afin de participer aux essais sur la méme base. Il faut
recommander aux dégustateurs d'éviter |'utilisation de produits a I'odeur prononcée, comme les
savons, les lotions et les parfums avant de participer a un pand et d'éviter de manger, de boire ou de

fumer au moins 30 minutes avant de procéder aux essais.

3.7.1. Test de comparaison par paire

Le test de comparaison par paire est utilisé afin de déterminer la direction des différences entre
deux échantillons pour la propriété déterminée « I’ardme » et afin de voir s'il y a une différence
entre deux échantillons pour essai (NF V 09-012, 1983).

Le principe es la présentation aux sujets d’une paire d’ échantillons, I’un de ces échantillons
pouvant étre le témoin (NF V 09-012, 1983).

Six paires d’' échantillons (AB ; AC ; AD ; BC; BD ; CD) ont été préparées. Les échantillons de
chague paire ont été présentés aux dégustateurs dans des gobelets contenant la méme quantité de
produit et codés par des cotes constituées par trois chiffres. Il est demandé aux examinateurs de
remplir le bulletin préalablement établi (annexe 2) et de se rincer 1a bouche entre chague paire lors

de la dégustation.

e Analysesdesdonnées
Le nombre des réponses allant dans le sens prévu est totalisé, en se référant a la table de
Roessler, Baker et Amerine pour analyser la signification des résultats (annexe 3).

3.7.2. Test de classement par rang

Ce test a pour objectif de déterminer la mesure dans laguelle le consommateur accepte un
produit. L'acceptation d'un produit alimentaire indique en général la consommation réelle de ce
produit.

Présenter un ensemble d’ échantillons et demander aux dégustateurs de classer par rang ces

échantillons codés en fonction de I'acceptation en allant du moins acceptabl e au plus acceptable.
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Une série de quatre échantillons (les crémes fraiches élaborées) a éé préparée pour chaque
dégustateur, dans des gobelets codés. Tous les échantillons ont été présentés simultanément a
chague dégustateur dans un ordre au hasard, et ils ont eu le droit de golter plusieurs fois les

échantillons (annexe 4).

e Analysedesdonnées

Afin d’analyser les données, les classements attribués a chaque échantillon ont été totalisés. La
détermination de la signification des différences a été procédée en comparant les totaux des
classements pour toutes les paires possibles des échantillons en se servant du test de Friedman. Les
différences entre toutes les paires possibles des classements totalisés sont comparées a la valeur

critique du tableau donné dans I’ annexe 5, pour un niveau de signification de 5 %.

3.7.3. Test hédonique

Ce test a éé retenu pour évaluer d'une fagcon générae le degré d'appréciation des échantillons
de creme fraiche en réalisant des profils sensoriels pour chague produit.

Demander aux dégustateurs d'évaluer des échantillons codés de plusieurs produits en indiquant
leur degré d'appréciation sur une échelle a 9 niveaux, afin de réaliser des profils sensoriels.

Les quatre cremes fraiches élaborées ont été présentées simultanément dans des gobelets
identiques codés. |l est demandé aux degustateurs de remplir les bulletins (annexe 6) en se basant

sur I’analyse de latexture, de la couleur, de I’ odeur, du godt et de |’ ardme des produits.

e Analyse desdonnées

Les résultats ont éte traités par deux analyses indépendantes a I’aide d’un logiciel statistique
XLSTAT (2009). La premiere analyse est une anayse de la variance (ANOVA) permettant de
déterminer la signification entre les crémes fraiches élaborées. La deuxiéme analyse est une analyse
en composantes principales (ACP) permettant de réduire un systéme complexe de corrélations en un
plus petit nombre de dimensions dont le but est de visualiser la corrélation entre le taux
d’incorporation en HE et les parametres physicochimiques d'une part et les caractéristiques

sensoriels d autre part.
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1. Extraction des huiles essentielles
1.1. Caractéristiques du fruit du citron utilise

Le fruit utiliseé dans cette étude est de couleur jaune, de forme ovale avec un appendice au
pédoncule (annexe 7) et de poids moyen de 210 + 3 g. L’écorce a une épaisseur de 2 mm et
représente un pourcentage pondéral de 14,8 + 0,8 %. Son taux d’humidité est de I’ ordre de 78,67 +
1,15%.

1.2. Cinétique d’ extraction

Les résultats du suivi de la cinétique d’ extraction montrent que cette derniére passe par deux
phases importantes (figure 6). La premiére phase correspond a I'augmentation du rendement
d extraction en huile essentielle, de 0,22+0,11% a 0,83+0,08% suite a I’ éclatement intense des
poches schizolysigenes. Cette augmentation s observe dans I'intervalle de temps de 15 a 105
minutes. La deuxiéme phase s observe au-dela de 120 minutes et se caractérise par un palier ou le
rendement d'extraction a atteint un taux constant de 0,89+0,09%. Cette stagnation pourrait
s expliquer par I’ épuisement des cellules de I’ écorce en huile essentielle. Ce résultat est cohérent
avec celui obtenu par Himed (2011) ou la durée d’ extraction observée a été de 120 min. A I'issu

de ce suivi, ladurée d’ extraction de cette huile a été fixée a 120 mn.

1,20 +
1,00 -
0,80 -
0,60 -
0,40 -

0,20 -

Rendement d'extraction (%)

0,00 . . . .
0 50 100 150 200

temps (min)

Figure 6. Cinétique d’ extraction de |” huile essentielle de Citrus limon

1.3. Rendement d’extraction

Le rendement moyen en huile essentielle obtenu par hydrodistillation est de |’ ordre de 0,89+
0,09%, ce rendement est supérieur aux rendements obtenus par Blanco Tirado et al. (1995) et Hella
(2011) qui valent respectivement 0,19% et 0,70 %, maisil est inférieur aux rendements obtenus par
Ahmad et al. (2006), Bourgou et al. (2012) et par Himed (2011) qui sont respectivement de I’ ordre
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de 1,12%, 1.30% et 2,18%. Cette différence pourrait s expliquer par |’ effet variétal, la période de
récolte, les conditions environnementales (le climat, 1a zone géographique, |e degré de fraicheur) et

la méthode d’ extraction employée. (Bourgou et al., 2012).

Le degré de maturation du fruit influe remarquablement le rendement de I’ huile essentielle.
Bourgou et al. (2012) ont constaté que le rendement en HE du citron augmente au début puis

diminue verslafin dela maturation.

La région géographique apparait aussi comme un facteur influencant le rendement en HE. Nous
rappelons que le citron utilisé dans la présente étude est collecté de la région de Jijel, celui de
Himed (2011) de la région de Constantine et celui de Bourgou et al. (2012) de la région de Menzel
Bouzelfa (Tunisie). Il est évident que ces régions se caractérisent par des climats différents.

Le taux d’humidité peut avoir une influence sur le rendement d’ extraction des huiles essentielles,
sachant que le fruit du citron utilisé dans cette étude a un taux d humidité de 87,67+ 1,15 %, ce qui
a donné un rendement inférieur a celui obtenu par Himed (2011) dont le taux d’humidité était de
67,7+ 1,15 %.

D’ apres Himed (2011), le mode d’ extraction aun impact sur le rendement d’ extraction des huiles
essentielles. Le méme auteur a constaté que, en utilisant la méme variété de citron, le rendement

obtenu par hydrodistillation est nettement supérieur a celui obtenu par expression afroid.

2. Evaluation des activités biologiques des huiles essentielles du Citrus limon

2.1. Evaluation del’ activité antioxydante

2.1.1. Test de blanchissement du p-carotene

Lafigure 7 montre que I’HE ainsi que le B-caroténe présentent une activité antioxydante par
comparaison au contrle négatif (éthanol). Le changement des valeurs de |'absorbance du f-
caroténe, a différents intervalles de temps, a montré que I’HE du citron semble étre le meilleur
inhibiteur de I’ oxydation de I'acide linoléque par rapport a la vitamine E. En paralée, il y'a une
oxydation du B-caroténe traduite par une décoloration plus intense en présence de la vitamine E,

tandis qu’ elle est moindre en présence de |’ huile essentielle.
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Figure 7. Cinétique de blanchiment du p-caroténe pour |” huile essentielle de citron,
lavitamine E et le contréle négatif

D’ apres les résultats de la figure 8, nous constatons que I HE de citron (a une concentration de
4000 pg/ml) inhibe d’ une maniére significative (p < 0,05) I’ oxydation couplée de I’ acide linoléique
et du B- carotene, avec une activité antioxydante de 33,57 + 4,9 %, par rapport a celle de lavitamine
E qui équivaut 23,38 + 0,3%.

40,00 ~
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33,57
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Activité antioxydante (%)
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Figure 8. Activité antioxydante de I’ huile essentielle de citron et de la
vitamine E & une concentration de 4000ug/mi

2.1.2. Test au DPPH°®

Les résultats obtenus (figure 9), exprimés en terme de concentration inhibitrice de 50% des
radicaux (CEsp), ont montré que I’'HE de citron posséde un pouvoir de piégeage du radical DPPH®
plus important par rapport a la vitamine E. Le test de Khi 2 nous a permis de constater une
différence significative (p < 0,05) entre les CEsg de I'HE (CEsp = 5,5+0,17 pug/ml) et celle de la
vitamine E (CEsp = 12,90+2,77 pug/ml).
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Dans cette étude, I'HE et la vitamine E ont réduit le radica DPPH® en donnant des atomes
d hydrogéne ce qui a conféré la couleur jaune au produit obtenu qui est le 2.2 Diphenyl — 1 - picryl
hydrazine.
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Figure 9. Concentration efficace 50 moyenne (CEsg) de |’ huile essentielle de citron et de la

vitamine E

Les résultats du test de DPPH® corroborent avec les résultats obtenus par le test de blanchiment
du B-carotene, dont le pouvoir antioxydant de I’'HE du citron s est révélé supérieur & celui de la
vitamine E.

L’ activité antioxydante de |’ H.E testée est probablement liée aux composants majoritaires qui
sont principalement les monoterpénes notamment le D-limonene, le B-pinene et le y-terpinene
(Misharina et Samusenko, 2008). Campélo et al. (2011) ont montré que I'HE du citron est
constituée de 99 % de D-limonene. Selon Tang et al. (2001), le B-pinene et le limonéene présentent
des propriétés antioxydantes importantes ; ils ont minimisé le taux normal d’une réaction chimique
d’ oxydation en piégeant le radical hydroxyle.

D’aprés Liyana-Pathriana et Shahidi (2006), un antioxydant qui inhibe ou retarde le
blanchissement du B-caroténe peut étre décrit comme un piégeur de radicaux libres et comme un
antioxydant primaire.

L’ éude de Chun Yan et al. (2010) ont montré que dans le systéme acide linol & que/p-carotene,
I"HE du citron, a une concentration de 120 pg/ml, inhibe 70.3 + 3.74 % de I’ oxydation de I’ acide
linoléque. L’ HE obtenue ainhibé 33,57 + 4,9 % d’ oxydation a une concentration de 4000 pg/ml.

En plus des concentrations qui sont nettement différentes, cet écart peut sexpliquer par la
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différence dans la composition des deux huiles essentielles en relation avec I’origine du fruit, la
période de récolte et les conditions expérimental es.

Concernant les résultats de |’ activité antioxydante de I’HE obtenue dans la présente étude, ils
sont similaires aux résultats obtenus par Himed (2011). La vaeur de la CEsp est de 54 +
0,47ug/ml, obtenue par le test de DPPH® et de 38,7 % par la méthode de blanchiment de -
caroténe.

Les résultats de I’ évaluation in vitro de I’ activité antioxydante de I'HE de citron testée par la
méthode de réduction du DPPH® et de blanchissement du B-carotene ont montré que cette HE a un
pouvoir antioxydant. Ce résultat nous a incités & suivre cette éude par |'incorporation de I'HE
extraite et testée dans la creme fraiche comme moyen possible de sa prévention de I’ oxydation des
lipides.

2.2. Evaluation de I’ activité antimicr obienne
En vue d’incorporer les huiles essentielles du citron comme agent antimicrobien dans la creme
fraiche, il était nécessaire d’ évaluer cette propriété in vitro d’ une maniére qualitative par la méthode

des aromatogrammes et quantitative par la méthode de dilution d’ agar.

2.2.1. Identification deslevuresisolées

Dans |la creme fraiche contaminée, quatre souches de levure S1, S3, S4 et S7 ont été isolées.
Les colonies sont de couleur blanche pour les souches S1 et S7, blanche grisatre pour la souche S3
et rose pour la souche $4. Elles sont de formes convexe et circulaire pour les souches S1, S4 et S7,

punctiforme pour la S3 et brillantes pour les souches S1, S7 et $4 (figure.10).

S1

Figure 10. Caractéristiques macroscopiques des souches isolées dans le milieu OGA apres 48
heures d’incubation
L’ observation microscopique de leurs celules, colorées au bleu de méthyléne, montre des
formes ovales des souches S1, $4 et S7 et ronde de la souche S3 (figure 11). A I'éat frais, les

souches présentent une reproduction par bourgeonnements bipolaires pour la souche S1 et
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monopolaires pour les souches S3, $4 et S7 avec sporulation pour la souche S1 et sans aucune
forme sporae pour les souches S3, S4 et S7 (figure 12). Les caractéres culturaux montrent une
sédimentation pour les souches S1 et S7 et une floculation pour les souches S3, et $4 des cellules
cultivées dans le milieu yeast-glucose (YG) en tubes. Le test de filamentisation sur milieu PDA
montre que les quatre souches sont dépourvues de filamentisation (annexe 8).

A S7
Figure 11. Aspect des cellules des souches (S1, S3, $4, S7) (G x 40)

A S7
Figure 12. Aspect des cellules des souches (S1, S3, $4, S7) al’ état frais (G x 100)
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La fermentation des sucres est révélée par la présence de gaz dans la cloche de Durham. La
souche S1 présente une aptitude a fermenter la plupart des sucres testés (D-glucose, D-fructose,
saccharose et D-galactose). La souche S7 ne fermente que le D-glucose et le D-fructose. La souche
S3 présente a leur tour une aptitude a fermenter le D- glucose. Cependant la souche S4 n'a pu

fermenter aucun sucre.

Suite a ces observations microscopiques, les souches levuriennes S1 et S7 semblent
S apparenter au genre Zugosaccharomyces. Selon Kurtzman et Fell (1998), Barnett et al. (2000),
James et Stratford (2003), Kurtzman et James (2006), ces mémes caractéristiques sont celles du
genre Zugosaccharomyces. La souche S3 semble appartenir au genre Debaryomyces. Les mémes
caracteres de la souche 3 sont ceux observes et identifiés du genre Debaryomyces par Kurtzman et
Fell (1998) et Barnett et al. (2000). Selon Pitt et Hocking (1997), Frolich-Wyder (2003), Pitt et

Hocking (2009), les caracteres observés de la souche $4 sont ceux du genre Rhodotorula.
2.2.2. Méthode de diffusion ou des aromatogrammes

Les résultats de I’ activité antimicrobienne des huiles essentielles obtenues, par mesure des

diameétres d’inhibition de la croissance des microorganismes, sont reportés dans le tableau 7.

Les deux souches bactériennes P. aeruginosa et E. coli présentent une résistance a I'huile
essentielle du citron. Nous avons remarqué aussi que P. aeruginosa est plus résistante que E. coli.
Aucune zone d'inhibition autour du disque imbibé par I'HE n’a été observée vis-avis de P.
aeruginosa mais une petite zone d'inhibition de diamétre moyen de 8,35 £ 0,25 mm autour du

disque imprégné par E. coli.

A partir de la creme fraiche contaminée, nous aons pu isoler quatre souches
(Zygosaccharomyces spl, Debaryomyces sp., Rhodotorula sp. et Zygosaccharomyces sp2). Les
souches Zygosaccharomyces spl et Zygosaccharomyces sp2 présentent une résistance a I’ huile
essentielle testée avec des diamétres d inhibition moyens de 7,25 + 0,95 mm pour S1 et de 8,75 £
2,5 mm pour S7. Par contre cette huile essentielle est |égérement inhibitrice de la croissance des
souches Debaryomyces sp. et Rhodotorula sp. qui ont révélé des diamétres d’inhibition moyens de
13,5+ 1,73 mm pour Debaryomyces sp et de 10,25+1,50 mm pour Rhodotorula sp.
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Tableau 7. Diamétre des zones d’inhibition (mm) montrant |’ activité antimicrobienne de I’ huile

essentielle du Citrus limon (diffusion par disgue)

Souches Diametredelazoned’inhibition | Classification del’'HE
(mm)
Pseudomonas aeruginosa 6+ 0,00 Non inhibitrice
Escherichia cali 8,35+ 0,25 Non inhibitrice
Zygosaccharomyces spl 7,25+ 0,95 Non inhibitrice
Debaryomyces sp. 135+1,73 L égérement inhibitrice
Rhodotorula sp. 10,25+ 1,5 Légerement inhibitrice
Zygosaccharomyces sp2 8,75+£25 Non inhibitrice

Le diamétre du disque en papier filtre (6mm) est inclu.

E. coli

P. aeruginosa

Zygosaccharomyces sp2

Debaryomyces sp.

Rhodotorula sp.

Zygosaccharomyces spl

Figure 13. Effet de I’ huile essentielle de citron sur E. coli, P aeruginosa, Zygosaccharomyces spl,
Debaryomyces sp., Rhodotorula sp. et Zygosaccharomyces sp2, (méthode de diffusion sur gélose)

2.2.3. Méthode de dilution d’ agar

La concentration minimale inhibitrice de I” huile essentielle du citron, déterminée par la méthode

dedilution d agar, est présentée dans le tableau 8 et illustrée dansles figures 14 et 15.

Les résultats obtenus ont montré que I’ huile essentielle testée a des CMI élevées vis-avis des

souches étudiées. Les bactéries sont plus résistantes que les levures dont P. aeruginosa présente

une CMI plus élevée (> 8%) et E. coli présente une CMI plusfaible (del’ ordre de 4%).

58



Résultats et discussion

Les souches de levure Debaryomyces sp. et Rhodotorula sp. ont été inhibées a des
concentrations relativement faibles, respectivement égales a 0,25% et 0,5% , mais les deux autres
souches Zygosaccharomyces spl et Zygosaccharomyces sp2 sont inhibées a des concentration plus

élevées qui sont respictivement 1% et > 4%.

Tableau 8. Concentrations minimales inhibitrices (CMI) deI" huile essentielle de citron

— AN
& &
T éﬁ & g
e & e
% o 8 o
o a S o @
5 8 s = g

)] = S o)
5 7z |5 | B g 5 3
3 cRe | 2 o) 2 2
3 o lu | R la a K
CMI (%) | >8] 4 | 1 0,25 0,5 >4

Témoin 1% 204 4%

8%

Figure 14. Evaluation des CMI de’ huile essentielle de citron vis-a-vis de P. aeruginosa (P) et
E. cali (E) (méthode de dilution aprés 24 heures d’ incubation)
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Témoin (0%) 0,125% 0,25% 0,5%

1% 2% 4%

Figure 15. Evaluation des CMI de I’ huile essentielle du citron vis-a-vis de Zygosaccharomyces
spl, Debaryomyces sp., Rhodotorula sp. et Zygosaccharomyces sp2 (par la méthode de dilution
apres 48heures d' incubation

e Discussion

Notre éude a montré que I’HE du citron possede une activité antimicrobienne plus ou moins
importante, sur la croissance de souches testées (bactéries et levures). Pour I'inhibition de leur
croissance, les CMI doivent étre comprises entre 0,25% et > 8%.

Les deux méthodes utilisées dans la présente étude ont montré que les souches bactériennes
testés (P. aeruginosa et E. coli) sont résistantes a |’ effet de |” huile essentielles du citron. Le Gram
négatif de ces deux bactéries peut expliquer cette résistance. Les bactéries Gram négatif sont dotées
d une couche de peptidoglycane coincée entre la membrane plasmique et une assise externe
constituée de lipopolysaccharides et de protéines. Cette structure peut empécher la prise d huile ou
protéger la couche peptidoglycane vis-avis de [I'huile. La membrane externe des
lipopolysaccharides des bactéries Gram négatif constitue une barriére a la perméabilité des
substances hydrophobes, qui en entrant, empéchent la croissance des bactéries (Chao et al., 2000).

La haute résistance constatée de P. aeruginosa peut étre due a sa membrane externe particuliére

et a sa capacité de métaboliser un éventail composés organiques (Tasson et Nychas, 1995 ; chao et

60



Résultats et discussion

al., 2000 ; Mann et al., 2000 ; Innouye €t al., 2001 in Ferhat et al., 2010). Les bactéries du genre
Pseudomonas utilisent les terpénes comme une source de carbone et d énergie ; eles transforment
le limonene (comme molécule modele des terpénes) en acool perillyl, en acide perillyl, en a
terpinéol, ou en limonéne-6,8-diol (Malekey, 2007). Hinou et al. (1989) ont prouvé que P.
aeruginosa est la bactérie la plus résistante a 32 huiles essentielles différentes. Boontawan et
Stuckey (2006) ont montré une dégradation des terpénes par la souche P. fluorescens.

Les composants hydrophobes des huiles essentielles peuvent augmenter |a perméabilité de la
membrane cellulaire, en provocant la fuite du contenu de cellules bactériennes et fongiques (Cox et
al., 2000 ; Burt, 2004, Cristani et al., 2007). Le o-terpinéne et le limonene affectent la perméabilité
de la membrane cytoplasmique de Candida tropicalis entrainant la perte des composants
cytoplasmiques de la cellule (Adegoke et al., 2000).

Le mode d'action des HE contre les levures pourraient étre di également a I’ affaiblissement
des processus enzymatiques impliqués dans la production énergétique et la synthése de composés
structuraux (Conner et Beuchat, 1984). Les constituants majeurs de |" huile essentielle du citron -
pinene et le D-limonene, peuvent inhiber I’ activité respiratoire dans les cellules intactes de levures
et dans les mitochondrie isolées (Uribe et al., 1985).

Plusieurs auteurs ont attribué I’ activité antimicrobienne de I’ huile essentielle de C. limon ala
présence des composants volatils dans la composition de I huile comme le limonéne et le linalool
(Rodov €t al., 1995 ; Almaet al., 2004 ; Bezic et al., 2005 ; Tepe et al., 2006). Cette activité peut
étre déterminée par I’ effet d’ un seul composant ou par effet synergique ou antagonique de divers
composants (Deba et al., 2008). Veldhuizen et al. (2006) ont attribué cette activité aux composes
phénoliques dont I’amphipathicité de ces composés peut expliquer leurs interactions avec les
constituants membranaires et ainsi |’ activité antimicrobienne.

Selon Knobloch et al. (1989) In Satrani et al. (2007), les bactéries sont plus vulnérables que les
levures a I'HE. En effet, les terpénols sont plus efficaces contre les bactéries que contre les
champignons. Dans cette éude, c'est I'inverse les levures se sont avérées plus sensibles que les
bactéries, ceci peut s’ expliquer par la composition mgjoritaire des huiles essentielles du C. limon en
hydrocarbures terpéniques (limonene et 3-pinéne).

L’ activité antimicrobienne des huiles essentielles du citron a éé éudiée par plusieurs
chercheurs. Ferdes et Ungureanu (2012) ont confirmé que I'HE du citron possede une activité
antimicrobienne. De méme, Deb Roy et al. (2012) ont trouvé un diamétre de zone d’inhibition, de
la croissance d'E. coli par I'HE extraite a partir |’ écorce du citron, de |’ ordre de 8 mm. Ce résultat

concorde avec notre constat.

61



Résultats et discussion

Rusenova et Parvanov (2009) ont montré, par la méthode de diffusion dans le disque, que I’ HE
du citron n'a pas un pouvoir antimicrobien sur les souches Escherichia coli ATCC 25922,
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, Candida albicans et Malassezia pachyder matis.

Tserennadmid et al., (2011) ont montré que les huiles essentielles du citron peuvent substituer
les conservateurs synthétiques dans les produits acides a base de fruits et du lait, qui sont sensibles a
la détérioration par les levures.

Cependant la comparaison de |’ efficacité des HE, a travers les différentes publications, reste
difficile a réaliser et cette difficulté réside au niveau des différents parametres externes
incontrlables, comme la composition chimique des HE qui varie selon les conditions
environnementales de la plante, méme au sein d’ une méme espéce (Hellal, 2011) et les conditions
expé&rimentales, la dose de I'HE appliquée sur le disque, I'émulsifiant utilisg, la température

d’incubation, etc.

En récapitulation, |’ étude de I’ activité antimicrobienne de I’ huile essentielle du citron a révélé
gue les deux bactéries testées présentent une résistance al’ effet de cette huile, qui correspond a des
CMI tres élevées (4% et > 8%). Cette étude a montré aussi que, certaines des souches de levures
testées présentent une certaine sensibilité a I’ effet des huiles essentielles qui possedent des CMI de
0,25 % et 0,5%. Mais les autres souches sont résistantes, leur CM| sont de |’ ordre de 1 % et > 4 %.

Nous ne pouvons pas appliquer les doses élevées dans la créme fraiche (1 %, 4 %,> 4 % et
> 8%), puisque elles affectent les propriétés organoleptiques en donnant un golt amer au produit.

Cependant nous pouvons utiliser les faibles concentrations 0,25 % et 0,5 %.
3. Elaboration et analyses des crémes fraiches

3.1. Choix desdoses d’incor poration en huile essentielle

Pour choisir les doses de I’'HE a incorporer dans la créme fraiche, nous avons évalué ses
activités biologiques. A partir du test de I’ activité antioxydante, nous avons obtenu une CEsy de
55 % 0,17 pg/ml (5,5 ppm), et a partir du test des dilutions d’ agar, des CMI variant entre 0,25 %
(2500 ppm) et > 8 % (80000 ppm) ont été obtenues.

A la base des essais préliminaires sur les analyses sensorielles de deux cremes fraiches
élaborées a des concentrations de 5,5 + 0,17 pg/ml (5,5 ppm) et de 1% (10000 ppm), nous avons
écarté toutes les concentrations qui sont supérieures a 1% a cause de |I’amertume percue a cette
concentration, et inférieures a 5,5 ppm du fait de I’ absence de la perception de I’aréme du citron.
Pour répondre aux critéres sensoriels et conservateurs de |” huile essentielle, les doses de 0,125% ;

0,25% et 0,5% ont été choisies afin de les incorporer dans la creme fraiche. Ce qui nous a permis
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d élaborer trois types de créme fraiche avec |’ échantillon de référence (creme témoin de la laiterie
Sdfilait).

3.2. Analyses physico-chimiques

3.2.1. Densité du lait

La densité moyenne du lait cru, utilis8 comme matiere premiére pour |’ élaboration des cremes
fraiches, est de 1031,67+1,53. |l est a constater que cette densité est conforme a celle rapportée par
la FAO (2010), qui donne une densité du lait cru variant entre 1028 et 1032. En effet, ce paramétre
dépend de la teneur en matiére seche, en matiere grasse, de I’ augmentation de la température et des
disponibilités alimentaires (Labioui et al., 2009). Amiot et al. (2002) ont rapporté que chacun des
constituants du lait agit sur la densité, pluslateneur en solide non gras est éevée plus la densité du

produit laitier sera éleveée.

3.2.2. Extrait sec

La figure 16 illustre les résultats correspondant aux taux des extraits secs. Pour le lait cru, il est
de 11,75 + 1,05 %, ce qui répond aux normes requises par la FAO (2010). Apres écrémage et
avant pasteurisation, il est élevé et vaut 46,83 £+ 2,33%. L’anayse de lavariance (ANOVA) montre
gu’il y a une différence significative (p < 0,05) entre les deux taux. L’augmentation du taux de
I’extrait sec aprés écrémage peut étre expliquée probablement par I’ @imination de I’ eau contenue
dans le lait écrémé. Pour les quatre types de creme fraiche élaborée (creme fraiche a 0%, 0,125%,
0,25% et 0,5%) et qui n'ont subi aucun traitement thermique, les résultats montrent que les taux
d extraits secs obtenus sont |égerement différents mais sans aucune différence significative (p >
0,05). Ce constat s explique par le que fait que les quatre préparations sont issues de la méme
fabrication, méme s leurs extraits secs fluctuent entre 38,08 + 1,79% et 40,74 + 2,6%. Une
diminution significative (p < 0,05) du taux d’extrait sec est constatée aprés pasteurisation. Cette
diminution peut étre le résultat du traitement thermique (pasteurisation) appliqué sur la créme en
favorisant une perte de certains constituants fragiles (Vitamine: B12, thiamine, pyridoxine, etc.).
Ces constituants subissent une dégradation par la chaleur en diminuant la concentration des
nutriments dans le lait (Amiot et al., 2002).
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Figure 16. Taux d'extrait sec danslelait cru, la créme avant pasteurisation

et les cremes fraiches é aborées

3.2.3. Matiéregrasse

Comme le montre la figure 17, le taux moyen de matiere grasse de la matiére premiére (lait
cru) est de 3,33 + 0,15%, cette teneur dépasse la teneur rapportée par le journal officielle de la
république a gérienne 1993 (1,45 a 1,93 %). D’ aprés ce résultat, le lait utilisé pour I’ élaboration des
crémes fraiches est riche en matiere grasse. Si ce lait est destiné ala transformation industrielle, il
donne des rendements importants en produits finis.

Apres I’ écrémage, la creme obtenue a eu un taux de I’ ordre de 30 + 3%, cette teneur reste
constante aprés |la pasteurisation et méme aprés I’ gjout des huiles essentielles dans la créme fraiche.

Les crémes fraiches élaborées ont une teneur en matiére grasse en conformité avec les
NOrmes.
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Matiéregrasse (%)

Figure 17. Taux de matiere grasse danslelait cru, la créme avant pasteurisation

et les cremes fraiches é aborées
3.2.4. pH et Aciditétitrable

Les figures 18 et 19 indiquent |’évolution de I’ acidité et du pH au cours de I’ @aboration des
créemes fraiches et aprés |’ ouverture de I’emballage. A partir de ces deux courbes, nous remarquons
gue ces deux parametres sont inversement proportionnels. Plus I’ acidité titrable est élevée, plus le
pH est bas et vis versa.,

L’ évolution du pH des quatre crémes fraiches éaborées passe par trois phases ; dans la premiere
phase nous ne constatons aucune variation apres |’ écrémage, tandis qu’une nette diminution peut
étre notée apres pasteurisation jusgu'a pH variant entre 557 et 6,5 et cela sdon le taux
d incorporation de | huile essentielle. Cette chute de pH est vraisemblablement due a une éventuelle
peptisation qui se traduit par un déroulement et une dissociation des chaines protéines sous I’ effet
du traitement thermique tout en libérant des ions H*. Cette baisse du pH se poursuit méme aprés
ouverture de I’emballage mais a une vitesse plus vive suite a une fermentation hypothétique due a
une contamination microbienne aprés ouverture de I’emballage. Enfin, une stabilisation du pH peut
étre notée au-dela du deuxiéme jour, Cuq et al. (2003) ont rapporté gue la fermentation bactérienne
peut présenter |e phénomeéne de I’ auto-inhibition en gardant le pH constant a un pH ultime.
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Figure 18. Evolution de pH au cours de la fabrication des cremes fraiches et aprés ouverture de
I’emballage

Le suivi de I’évolution de I’ acidité titrable a révélé que I’ écrémage n’a pas influencé I’ acidité
titrable qui a été a 18,33+0,57°D, et que la pasteurisation pourrait augmenter |égerement ce
parametre pour atteindre les environ de 19,33+0,6°D dans les quatre crémes fraiches élaboreées.
L’ ouverture de |I’emballage peut étre la cause de |I’augmentation trés remarquable de I’ acidité
titrable jusgu’ a 53,33+0,57°D pour la créme fraiche a 0%, 52+2°D pour la créme fraiche a 0,125%,
51,33+2,51°D pour la creme fraiche a 0,25% et 50+1°D pour une incorporation de 0,5% de I’ huile
essentielle de Citrus limon. Ces résultats démontrent I'impact de |a présence de |” huile essentielle
de Citrus limon sur la créme fraiche. Elle peut abaisser favorablement son acidité titrable avec
une possibilité d’inhiber le développement des bactéries lactiques qui fermentent |e lactose en acide
lactique.
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Figure 19. Evolution de I’ acidité titrable au cours de la fabrication des cremes fraiches et apres

ouverture de |’emballage

3.3. Analyses microbiologiques

Les résultats des analyses microbiologiques du lait cru et de la creme avant pasteurisation sont
présentés dans le tableau 9. Ces résultats montrent que ces deux produits contiennent une flore
microbienne importante susceptible d’évoluer rapidement. L’absence des salmonelles et des
staphylocoques indique une bonne santé des vaches. Ces résultats dépassent les normes décrites
danslejourna officiel algérien n°35/1998.

Tableau 9. Qualité hygiénique de lait cru et de la creme avant pasteurisation

Germes Lait cru C.F. avant pasteurisation
FTAM 60.10% /ml 73.10%/ml
Coliformes totaux 100.10° /m 105.10* /ml
Coliformes fécaux 18.10° /ml 30.10*/ml
Staphylococcus aureus 5/01ml 9/0,1ml
Levures et moisissures 131/ml 17/ml
salmonelles 0/ 25 ml 0/ 25 ml

C.F. : cremefraiche
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Le tableau 10 regroupe les résultats des analyses microbiologiques effectuées sur les cremes
fraiches élaborées pendant quatre jours apres son ouverture. Les résultats du premier jour ont décelé
la conformité des cremes fraiches élaborées aux normes decrites dans le journal officiel algérien
n°35/1998. Les résultats du deuxieme jour montrent un développement de la FTAM et des levures
dans toutes les crémes fraiches élaborées et une apparition des coliformes fécaux dans les crémes
fraiches a 0,125 % et 0,25 % de I'huile essentielle. En comparaison aux normes, les résultats
obtenus sont nettement élevés, ce qui rend les crémes fraiches éaborées, apres 48 heures
d ouverture impropres a la consommation. Dans le quatriéme jour, nous avons remargqué la
diminution du nombre de la FTAM, la disparition des coliformes fécaux, |'apparition des
Saphylococcus aureus et |’augmentation du nombre des levures dans les quatre produits. Ces
résultats peuvent sexpliquer par |'augmentation de I'acidité du produit engendrée par la
fermentation lactique qui inhibe la croissance des bactéries et favorise |e développement des levures
(Guiraud, 2003), par conséquent une augmentation de leur nombre dans les cremes fraiches
élaborées. Cette augmentation est plus importante dans la créme fraiche témoin (0% d'HE) et dans
la créme fraiche a 0,125 % en comparaison avec les autres cremes. Il S avere auss que plus la
concentration en HE augmente plus le nombre de levures est réduit. Le suivi du dénombrement de
laFTAM dans la creme fraiche a 0,5 % de I'HE nous a permis de noter clairement la réduction du
nombre de la FTAM par rapport aux autres concentrations. Nous avons remarqué également
|” absence totale de salmonelles, des moisissures et de la flore psychrophile pendant les quatre jours

dans les quatre produits.

D’ aprés ces résultats, I’gout des huiles essentielles du citron a la creme fraiche présente un
effet |éger sur la flore bactérienne (FTAM), mais réduit notablement e nombre de levures. L’ huile
essentielle du citron n'a pas pu jouer le réle d'un conservateur dans la creme fraiche a des
concentrations de 0,125 % ; 0,25 % et 0,5 %, et elle n"a pas pu prolonger la date de consommation
des cremes fraiches apres |’ ouverture (apres 48 heures) d’ ou une altération dés le deuxieme jour
aprés | ouverture d’ emballage. Ce constat peut étre di d'une part aux faibles concentrations en HE
appliquée, et d’autre part a I’ effet de la matrice aimentaire qui se compose, dans ce cas, de deux
phases ; lipidique et aqueuse. Les huiles essentielles diluées dans la phase lipidique des aliments
seront moins efficaces sur les micro-organismes de la phase aqueuse (Mgjlholm et Dalgaard, 2002).
Ains le contact de I'HE avec les macromolécules comme les lipides ou les protéines protege les
micro-organisme de I’ action des HE (Tassou et al., 1995). Une réaction chimigue entre les protéines

et les groupes fonctionnels des HE réduit |a disponibilité des molécules actives (Malecky, 2007).
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Tableau 10. Evolution de qualité hygiénique des crémes fraiches pendant quatre jours aprés

I’ ouverture
C. ,C' S. . Flore
Germes F}'rﬁlM to';(au fe():(au /0.1 ml Ie\//rL:]rles M 0|7|ns]fur% Sillgn;)r:relllle psychrophile

mi mi Aureus ' /ml
J1 500 0 0 0 0 0 0 0
0% |J3 |560.10°| O 0 0 10 0 0 0
J5 | 184.10°| 0 0 0 1300 0 0 0
J1 200 0 0 0 0 0 0 0
002138 | 51068 | 0 [ 5108 | o 20 0 0 0
J5 | 3.10° 0 0 10 2100 0 0 0
J1 600 0 0 0 0 0 0 0
0525 I3 | 472.10°| 0 2.107 0 30 0 0 0
J5 | 93 10° 0 0 10 260 0 0 0
J1 300 0 0 0 0 0 0 0
0,5% |93 400 0 0 0 60 0 0 0
J5 240 0 0 15 180 0 0 0

3.4. Stabilité oxydative des crémes fraiches éabor ées

Nous avons procédé a une oxydation de la matiére grasse qui se trouve dans les crémes fraiches
élaborées a une température de 63 °C pendant 8 jours. Les produits d’ oxydation ont été déterminés
a des intervalles de temps de deux jours par le test de I’ acide 2-thiobarbiturique (TBA). Dans ce
test, une molécule de malonaldéhyde (MDA) réagit avec deux molécules d’ acide thiobarbiturique
(TBA) pour former un complexe de couleur rose a rouge absorbant a 532 nm. La variation de la
teneur en MDA dans les cremes fraiches élaborées, en fonction du temps, est illustrée dans la

figure 20.

Nous avons constaté une augmentation de la teneur en MDA dans tous les produits testés
pendant 8 jours. Cette augmentation est trés importante dans les 6 jours. Nous avons remarqué aussi
que plus la creme contient de I'HE, elle résiste plus a I’ oxydation provoguée par la chaleur. La
creme fraiche témoin présente une forte sensibilité a I’ oxydation, cette sensibilité peut s expliquer
par sa teneur en acides gras insaturés. Les lipides d origine laitiere contiennent environ 28% a 48%
dont plus de 95% sont présentés par les acides oléique, linoléque et linoléque (Badings, 1970). La
présence d'HE dans les autres cremes fraiches peut favoriser la prévention de la peroxydation des

ces acides gras provoquée par la chaleur.
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En récapitulation, |I'HE du citron présente des propriétés antioxydantes importantes permettant
lapréservation de la creme fraiche de la peroxydation lipidique.

7,000
2 6,000 _—4
< 5,000
é 4,000 = —h ——T
S 3,000 - —% ~8-0,125%
& 2000 0,25%
g 1,000 i =<050%

0,000 . . . . .

0 2 4 6 8 10
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Figure 20. Variation de lateneur en MDA des cremes fraiches élaborées en fonction du temps
de stockage a une température de 63°C

3.5. Analyses sensorielles

3.5.1. Test de comparaison par paire

Les résultats du test de comparaison par paire sont consignés dans le tableau 11 au moyen du
tableau statistique de |I’annexe 3, la valeur critique était de 9. Pour le test de différence, tous les
membres du panel ont pu détecter |a différence significative (nombre de réponses juste = 10 > 9)
entre les six paires d’ échantillons des crémes fraiches et cela indique que I'incorporation de I’ HE a
des concentrations différentes (A = 0 %, B = 0,125 %, C = 0,25 % et D = 0,5 %) a permet de
donner des produits significativement différents. Le seuil d’ aromatisation a été analyseé et les
résultats obtenus montrent que seules les paires (A-B), (A-C), (A-D) présentent une différence
significative d’aromatisation (nombre de détection de différence d aromatisation = 10 > 9) en
indiquant que chague gjout de I’'HE induit une perception d’aromatisation par rapport au témoin
méme a faible concentration (0,125 %). Quant aux trois autres préparations, la détection de la
différence d aromatisation n'a pas éé significative et le degré d aromatisation a été percu
indifféremment. Aucune préférence significative n'a été révélée entre le témoin et les trois autres
préparations aromatisées par I'HE du citron, méme entre les différentes concentrations
d’ aromatisation aucune différence significative n’ a été révél ée.
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Tableau 11. Résultats du test de comparaison par paire

Paire Réponsejuste; différence | Produit aromatiseé | Produit préféré
A-B 10 10 5A - 5B
A-C 10 10 5A - 5C
A-D 10 10 5A - 5D
B-C 10 7 5B - 5C
C-D 10 5 5C - 5D
B-D 10 8 5B - 5D
Valeur 9 9 9
critique
Conclusion il y aunedifférence il y aunedifférence il Ny apasde
significative pour lessix | significative pour les différence
paires 3 premiérespaires | significative pour
lessix paires

3.5.2. Test declassement par rang

Nous avons demandé aux dégustateurs de classer les quatre préparations de créme fraiche (A =
0%, B =0,125 %, C = 0,25 % et D = 0,5 %) en terme d'acceptabilité sans donner d'égalité, en
donnant & chaque échantillon une cote différente méme sils semblaient comparables. L'échantillon
auquel on accordait le go(t |e plus acceptable se voyait donner la cote 1, le suivant |a cote 2 et celui
qui paraissait le moins acceptable la cote 3 et le dernier la cote 4. Les cotes de classement données a

chague échantillon par les 10 dégustateurs ont été récapitulées dans le tableau 12.

Tableau 12. Résultats du test de classement par rang des crémes fraiches €l aborées

Dégustateur A B C D
1 2 1 3 4

2 1 4 3 2

3 3 1 2 4

4 3 2 1 4

5 2 4 1 3

6 3 4 1 2

7 1 2 3 4

8 1 2 3 4

9 2 1 3 4

10 1 2 3 4
Totaux de classement 19 23 23 35

Valeur critique = 15

La valeur critique, calculée pour 10 dégustateurs et 4 échantillons au seuil p < 0,05, est de 15
d aprés le tableau de |’ annexe 5.
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Les différences entre les totaux de classement par paires (tableau 13), montrent qu'il y a
absence de différence significative (différence < 15) entre les paires des échantillons des crémes
fraiches, toute en remarquant une différence nulle entre les doses d’ aromatisation de 0,125 % et
0,25%. Cependant, la préparation de creme fraiche contenant 0,5 % de I’HE du citron (D) est
significativement déclassée par rapport au témoin (A) (D — A =16 > 15).

Tableau 13. Signification de classement par paires

Paire Différence Signification

AetB 4 Non
AetC 4 Non
AetD 16 Oui
BetC 0 Non
BetD 12 Non
CetD 12 Non

En récapitulation, les dégustateurs ont classé les quatre préparations de cremes fraiche par
ordre de préférence selon I'intensité du golt en attribuant le premier rang au témoin (A), suivi par
les deux préparations B et C contenant respectivement 0,125% et 0,25% de I'HE en égalité en

deuxieme rang, et enfin la créme fraiche la plus aromatisée (D) a 0,5% se voyait en troisieme rang.

3.5.3. Test hédonique

Lafigure 21 rassemble les profils sensoriels des quatre cremes fraiches préparées a différentes
concentrations de |’ huile essentielle du citron (A : témoin 0 %, B : 0,125 %, C : 0,25 %, D : 0,5 %).
Nous constatons que les membres du panel de dégustation percoivent que les caractéristiques
sensorielles décrivant I’arébme et I’odeur du citron ont éé plus intenses dans toutes les cremes
fraiches contenant I huile essentielle du citron. Par contre, aucune différence remarquable n’'a éé

soulignée pour les autres attributs.
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Tex. liquide
Tex. Crémeuse

Ard. Noisette Tex. Onctueuse

Aro. Citron Tex. Fluide
Ar6. Creme fraiche Tex. Fine A
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— )

Od. Créme fraiche
Od. Citron Od. Herbe vert
Od. Fruits secs

Figure 21. Profils sensoriels des quatre crémes fraiches préparées a différentes concentrations en
huile essentielle du citron (A : témoin 0%, B : 0,125%, C : 0,25%, D : 0,5%)

L’analyse de la variance (ANOVA) sur les notations des caractéristiques sensorielles, nous
montre que pour les caractéristiques de la texture et de la couleur aucune différence significative
(p > 0,05) n'a été parue entre tous les échantillons de cremes fraiches analysés. Néanmoins, des
différences significatives (p > 0,05) ont été notées concernant |’ odeur du citron et I'aréme du citron.

Ces résultats permettent de conclure que les taux d’incorporation de I’ HE choisis dans la créme
fraiche, modifient I’arbme et I’odeur, sans toucher aux caractéristiques de la texture et de la
couleur. Le degré d acceptabilité de ces cremes fraiches avec de I'HE du citron auprés des
dégustateurs est maintenu, et cela du fait qu’il n'y avait pas de différence significative pendant le
classement des quatre crémes fraiches étudiées. La concentration de 0,5% en HE a donné un produit

significativement déclasse par rapport au témoin.

3.6. Test decorréation
L’ ACP amontré que le taux d’incorporation de I’ HE est significativement corrélé avec I’ arbme
du lait cru et la couleur jaune (figure 23). Cette corrélation est négative (r = -0,998) avec |’arébme du

lait cru et positive (r = 0,956) avec la couleur jaune (annexe 9).
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Nous avons observé ainsi une corrélation négative entre le taux d’'incorporation del’HE et la
texture liquide (r = - 0,878), I’odeur de levure (r = - 0,938), I’odeur de la créme fraiche (r = -
0,934) et I’arébme la creme fraiche (r = - 0,898). Une corréation positive entre le taux en HE et la
texture crémeuse (r = 0,940), I'odeur d’ herbe vert (r = 0,818), I’odeur du citron (r = 0,883) et
I”ardme du citron (r = 0,897) et le golt amer (r = 0,892) (annexe 9). Ferhat et al. (2010) ont rapporté
que I’HE de citron se caractérise par une couleur jaune, une odeur fraiche et un godt comprenant un
accent fruité et vert enveloppé d’ une note d’ amertume qui donne ces caractéristiques aux produits et
masgue les odeurs de créme fraiche et d’ herbe verte. La composante graisseuse aldéhydique lui

confére une texture crémeuse et moins liquide.

Le test de corrédlation a décelé une corrélation négative (r = - 0,824) entre le taux
d incorporation en huile essentielle et l1a teneur en MDA. Ce résultat indique que chaque élévation
du taux d'incorporation en HE entraine une diminution de la teneur en MDA qui est I’un des
produits majeurs d’ oxydation des lipides (Botsoglou et al., 1994) en indiquant que la présence de
I"HE favorise la stabilité al’ oxydation de la creme fraiche.

Variables (axesF1 et F2: 84,35 %)

1 Ard. Fruits secs

0,75

0,5
fraiche ) e Godt sucre

025 Ard. Lait @d- Levuré 1 Od. Citron
< ® Tex. Fluide Tex. Crémeuse o
g Od. Créme . . Lo . Couleurljaune oy
N O [fraiche T Me Arb. Citron
~ Golt acide
N [ )
- [

-0,25

-0,5

® Tex, Onctueuse

-0,75 ® Od. Fruits secs

4 075 05 025 0 025 05 075 1
F1 (56,89 %)

Figure 22. Analyse en composantes principales (ACP) des principal es caractéristiques sensorielles

et physicochimiques (au seuil de signification 0,05)
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Nous rappel ons que les objectifs de cette étude sont |a val orisation des écorces du citron (Citrus
limon) par I’ utilisation de son huile essentielle comme agent naturel conservateur et aromatique
dans la créme fraiche et |la diversification des différents types de créeme fraiche existants d’ autre
part.

Au cours de cette étude, nous avons pu dégager les conclusions suivantes :

L e rendement moyen en huile essentielle du citron obtenu par hydrodistillation est de |’ ordre de
0,89+ 0,09%. L’ évauation de I’ activité antioxydante de I huile essentielle du citron in vitro par les
méthodes de réduction du DPPH° et de blanchiment du B-carotene, a montré que cette huile
essentielle possede un pouvoir antioxydant, donc son emploi dans la creme fraiche peut constituer

un moyen possible de prévention de I’ oxydation des lipides.

Le test antimicrobien de I’ huile essentielle arévél é que les deux bactéries testées présentent une
résistance contre |’ efficacité de cette huile, se traduisant par des CMI tres élevées. En ce qui
concerne les souches de levures isolées puis testées Debaryomyces sp. et Rhodotorula sp., €lles ont
présenté une certaine sensibilité a I'effet de I'huile essentielle, se caractérisant par des CMI
respectivement de 0,25% et 0,5%. Quant aux autres souches Zygosaccharomyces spl et
Zygosaccharomyces sp2, elles sont réveél ées résistantes, leur CM| sont respectivement de I’ ordre de
1% et > 4%. Nous n’avons pas pu appliquer des doses élevées des huiles essentielles dans la creme
fraiche (1%, 4%,> 4% et >8%), puisque elles affectent les propriétés organol eptiques en donnant un

godt amer au produit.

Les différents essais concernant |I'éaboration des cremes fraiches additionnées de | huile
essentielle du citron ont été réalisés en élaborant trois crémes fraiches avec des concentrations de
0,125%, 0,25%, 0,5%. Les caractéristiques s averent conformes aux normes. Les résultats des
analyses physico-chimiques et microbiologiques des cremes fraiches élaborées, aprés ouverture de
I”’emballage, montrent que la présence de I’ huile essentielle aux faibles concentrations ne limite pas
I altération microbienne.

Les résultats de I’ évaluation de la stabilité oxydative par le test Schaal indiquent que les cremes
fraiches a I'huile essentielle du citron sont plus résistantes que le témoin vis-avis |’ oxydation
forcée et que la creme fraiche a 0,5% d'HE est plus résistante que les créemes fraiches a 0,125% et
0,25%.

Les résultats des analyses sensorielles montrent que I’incorporation de I’ huile essentielle dans

la creme fraiche, pour des concentrations de 0,125% et 0,25%, n’entraine aucune différence
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significative de point de vue aromatisation, et donnent des produits classeés indifféremment avec le
témoin. Seul le taux d'incorporation de I’ huile essentielle de 0,5% a déclassé significativement le
produit par rapport au témoin en troisieme rang, dont elle a entrainé des modifications d’ odeur et

d ardbme toute en gardant les caractéristiques de la texture, de la couleur et du godt inchangées.

Les résultats de l'analyse en composantes principales (ACP) ont montré que le taux
d incorporation en HE était corrélé négativement avec I’ardme du lait cru et positivement avec la

couleur jaune d’ une maniere significative.

D’ apres I’ ensemble de ces résultats, nous pouvons conclure que I’ HE du citron semble étre plus

appropriée comme agent antioxydant et aromatique dans la creme fraiche.

Méme s ce travail a permis d’ étudier les caractéristiques biologiques de I huile essentielle de
C. limon et d’ explorer la possibilité de son utilisation comme agent antioxydant et aromatique dans
la créme fraiche, beaucoup de questions mériteraient d’ étre traitées, donc il est souhaitable:
- D’isoler les bactéries lactiques de la creme fraiche et d' étudier leur comportement vis-
avisdel huile essentiellede C. limon ;
- D’éudier I'effet de I'huile essentielle de C. limon sur les ferments lactiquesde la
creme fraiche maturée ;
- D’identifier les constituants de I’ huile essentielle de C. limon par chromatographie en
phase gazeuse couplée ala spectrométrie de masse (CG/SM) ;
- D’extraire les composants actifs de I’huile essentielle C. limon et de les appliquer

directement dans la créeme fraiche.
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Annexe 1. Filtre 0,22 um (MILLIPORE MILLEX GS)

Annexe 2. Bulletin du test de comparaison par paire

Date:

Nom :

But del’essai :
Critereen :

N° Dégustateur :

Paires en essai

Que est I'échantillon
le plus aromatisé ?

Qued est I'échantillon
préféré?

Coden°® /code n®

Y a-t-il une
différence ?
Oui Non
Oui Non
Oui Non
Oui Non
Oui Non
Oui Non
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Annexe 3. Table de Roessler, Baker et Amerine pour les tests de comparaison par paire

DEGUSTATEUR DIFFERENCE PREFERENCE

5% 1% 0, 1% 5% 1% 0,1%
7 7 7 - 7 - -
8 7 8 - 8 8 -
9 8 9 - 8 g -
10 9 10 10 9 10 -
11 9 10 11 10 11 11
12 10 11 2 10 11 12
13 10 12 13 11 12 13
14 11 12 13 12 13 14
15 12 13 14 12 13 14
16 12 14 15 13 14 15
17 13 14 16 13 15 16
18 13 15 16 14 15 17
19 14 15 17 15 16 17
20 15 16 18 15 17 18
21 15 17 18 16 17 19
22 16 17 19 17 18 19
23 16 18 20 17 19 20
24 17 19 20 18 19 21
25 18 19 21 18 20 21
30 20 22 24 21 23 25
35 23 25 27 24 26 28
40 26 28 31 27 29 31
45 29 31 34 30 32 34
50 32 34 37 33 35 37
60 37 40 43 39 41 44
70 43 46 49 44 47 20
&0 80 51 25 50 52 26
a0 54 57 611 95 o8 61
100 59 63 66 61 64 67

Annexe 4. Bulletin du test de classement par rang

Code

FICHE DE TEST DE CLASSEMENT

| N°Dénistatatr -
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Annexe 5. Différences des sommes de classement par rang absolu critiques pour les comparaisons

de «tous les traitements» & un seuil de signification de 1 %

Nombred’ échantillons

Dégustateurs 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
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Annexe 6. Bulletin pour le test hédonique avec un bareme de notation allant de 1 a9

Veuillez examiner et golter chaque échantillon de créme fraiche, et donnez une note de

FICHE DE TEST HEDONIQUE

139 salon I’intensité du caractére.

N°Dégustateur :

Echantillon

C

texture

liquide

grasse

crémeuse

onctueuse

fluide

fine

souple

nappante

Couleur

jaune

Odeur

levuré

créeme fraiche

herbe vert

fruits secs

citron

derance

Golt

acide

sae

sucré

amere

aréme

créeme fraiche

citron

noisette

lait cru

fruits secs

Remar que : Si I'attribut mentionné dans lafiche n’ est pas détecté dans le produit, vous mettez 0, la note doit
étre attribuée en fonction de I’ intensité du go(it.
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Annexe 7. Lesfruits du Citrus limon « Euréka »

A

S7

Annexe 8. Observation microscopique de filamentisation des souches S1, S3, $4 et S7 aprés 48

heures d’incubation (GX40)
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Annexe 9. Matrice de corrélation (Pearson (n)) entre le taux d'icorporation en huile essentielles et
les parameétres physicochimiques et Les caractéristiques sensoriels

HE ES MG oH Audlte MDA 'Te?(. Tex. T('exture Texture
titrable liquide| grasse |crémeuse| Onc.

\HE 1 -0,193 | 0,000 -0,216 -0,683 | -0,824 | -0,878 | -0,194 0,940 0,255

Odeur

Texture| Texture| Texture| Texture | Couleur | Odeur | Odeur herbe Odeur | Odeur
Fluide | fine | souple |nappante| jaune |levure| CF. vert fruit sec | citron

\HE -0,772 | 0,118 | -0,019 0,748 0,956 | -0,938 | -0,934 | 0,818 -0,507 0,883
Odeur | Golt Golt Golt GolOt |Aréme|Ardme| Arébme | Ardme A}rrcl)Jrirge
rance | acide salé sucré amer CF. | Citron |Noisette| Lait cru ec

\HE 0,076 | -0,332 | -0,683 0,764 0,892 | -0,898 | 0,897 | 0,561 -0,998 | -0,293

!
]

Annexe 10. Huile essentielle de Citrus limon

Vi
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0,70 -

0,60 - —
0,50

0,40
0,30

0,20

pouvoir reducteur moyen

0,10

0,00

0 1 2 3 45 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17
CE .= 5,5+0,17 pg/ml Concentration d'huile essentielle (ug/ml)

Annexe 11. Pouvoir réducteur d’ huile essentielle de Citrus limon

0,60 -

0,50 - “i

0,40

0,30

pouvoir reducteur

0,20

0,10

0,00

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17

Concentration delavitamine E (ug/ml)
CE g= 12,9+2,77 pg/ml

Annexe 12. Pouvoir réducteur d’ huile essentielle de lavitamine E
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Abstract

This study was conducted in order to enhance the lemon peel (Citrus limon) by using their essential
oil as a natural agent for preservation and aromatization in cream in order to diversify the types of

existing cream on the market.

This essential oil was extracted by hydroditillation, extraction yield was 0,89 + 0,09%. The
antioxidant activity of the extracted essential oil was studied by the DPPH® test, this free radical has
been effectively reduced, compared to vitamin E. These results were confirmed by the test of -
carotene bleaching.

The study of antimicrobia activity of essential oil of C. limon showed that two tested bacteria are
resistant against the effectiveness of the ail, resulting in very high MICs (4% and > 8%). Regarding
yeast strains isolated and tested Debaryomyces sp. and Rhodotorula sp., they have some sensitivity
to the effect of essentia oil, characterized by CMI respectively 0,25% and 0,5%. The other two
strains Zygosaccharomyces spl and Zygosaccharomyces sp2, were resistant, their MICs are
respectively in the order of 1% and > 4%.

The various tests on the formulation of the added essential oil of C. limon creams were tested by
developing three fresh creams with concentrations of 0,125%, 0,25%, 0,5%. Characteristics are
conforms to standard. The results of physicochemical and microbiologica analyzes prepared fresh
cream after opening the package, show that the presence of the essentia oil at low concentrations
does not limit microbia spoilage. The evaluation of the oxidative stability by Schaal test indicates
that the fresh cream with essential oil of C. limon are more resistant than the control opposite the

forced oxidation.

Sensory analysis show that the incorporation of essential oil in the cream, at concentrations of
0,125% and 0,25%, involves no significant difference (p > 0,05) in terms of flavoring, and make
products which are classified in same order than the control. Only the rate of incorporation of the
essentia oil of 0,5% significantly downgraded the product compared to the control in the third row,
which has led to changes in smell and flavor while the texture, color and taste are unchanged. The
principal component analysis (PCA) showed a negative correlation (r = - 0,998) between the levels
of incorporation of the essential oil and the aroma of raw milk, and a positive correlation (r = 0,956)
with the color yellow.

Keywords. Cream, yeast, bacteria, essentia oil, lemon zest, sensory anaysis
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Résumé

Cette éude a été conduite dans le but de valoriser les écorces du citron (Citrus
l[imon) par I'utilisation de leur huile essentielle comme agent naturel conservateur et
aromatique dans la creme fraiche afin de diversifier les différents types de creme fraiche d§a
existants. L' huile essentielle a été extraite par hydroditillation, le rendement obtenu est
équivaent a 0,89+ 0,09%. L’ activité antioxydante des huiles extraites a é&é étudiée par le test
de DPPH°®, ceradical puissant a été efficacement réduit, par comparaison alavitamine E. Ces
résultats ont été confirmés par le test de blanchissement du p-carotene.

L’ évaluation de I’ activité antimicrobienne de | huile essentielle de C. limon arévéé la
résistance des bactéries testées, se traduisant par des CMI tres élevées (4% et >8%). Les
souches de levures isolées puis testées Debaryomyces sp. et Rhodotorula sp. présentent une
certaine sensibilité al’ effet de I huile essentielle, se caractérisant par des CMI respectivement
de 0,25% et 0,5%. Les autres souches Zygosaccharomyces spl et Zygosaccharomyces sp2
sont résistantes, leurs CM1 sont respectivement de |’ ordre de 1% et > 4%.

Les analyses physico-chimiques et microbiologiques effectuées sur les cremes fraiches
additionnées de I’ huile essentielle de C. limon a des concentrations de 0,125%, 0,25%, 0,5%
apres ouverture de I’emballage montrent que la présence de |"huile essentielle aux faibles
concentrations ne limite pas I’ atération microbienne. L’ évaluation de la stabilité oxydative
par le test Schaal indique que les cremes fraiches a |’ huile essentielle de C. limon sont plus
résistantes que le témoin vis-a-vis |’ oxydation forcee.

L’incorporation de I'huile essentielle dans la créme fraiche a des concentrations de
0,125% et 0,25% n’ entraine aucune différence significative du point de vue aromatisation, et
donnent des produits classés indifféremment avec le témoin. Le taux d’incorporation de
I”huile essentielle de 0,5% a déclasseé significativement le produit par rapport au témoin en
troisiéme rang, en donnant |’ odeur et I’ ardme du citron. L'analyse en composantes principales
montre une corrélation significativement négative entre le taux d’incorporation en HE et

I”arébme du lait cru et une corrélation positive avec la couleur jaune.

Motsclés:

Créme fraiche, levures, bactéries, huile essentielle, écorce de citron, analyse sensorielle



