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Introduction

INTRODUCTION

Maitriser |’ oxydation est indispensable pour gérer I’ évolution des systemes biologiques
dans leur complexité, en particulier dans le cas des aiments dont la dégradation peut avoir
des conséquences en sécurité alimentaire. Parmi ces produits alimentaires, la margarine;
emulsion plastique constituée essentiellement de deux phases grasse et aqueuse, €lle contient
en outre 2 % d additifs hydro et liposolubles. 82% de sa composition est représentée par un

mélange d’ huiles : premiére cible de |’ oxydation (Karleskind, 1992).

L’ oxydation des lipides est une cause majeure de dégradation de la margarine lors de sa
fabrication et de sa conservation. La conséguence la plus perceptible de celle-ci est
I” apparition d’ odeurs désagréables. Ces odeurs conduisent souvent au rejet du produit par le
consommateur (Prior, 2003). Ainsi, pour garantir une durée de conservation plus prolongeée,

les antioxydants sont-ils largement utilisés.

Vue |"'importante capacité de production de la margarinerie de Cévital, I’ utilisation des
antioxydants ne cesse daugmenter. Le Tocoblend savére le plus employé, mais
économiquement parlant ce dernier est trés colteux. Ainsi, les substances naturelles douées

d’ activité anti-oxydante présenterai ent-elles un intérét socioéconomique sans équivoque.

Pour étre classées comme antioxydants alimentaires idéals, les huiles essentielles doivent
étre facilement incorporables, efficaces a faible dose, non toxiques, n’entrainent ni
coloration, ni odeur, ni saveur indésirables, résistantes aux processus technologiques et
stables dans le produit fini. Dans ce contexte, s'inscrit ce présent travail dont les principaux
objectifs sont de valoriser les écorces (zestes) du citron par I'utilisation de leurs huiles
essentielles comme additif alimentaire naturel dans la margarine de table en substitution a
I"additif synthétique (le Tocoblend), de diversifier les différents types de margarine de table
existants sur le marché et d’ utiliser un additif ou antioxydant alimentaire moins colteux.

Ce travail est structuré en trois parties, initié par une synthese bibliographique mettant
I"accent sur la margarine, les antioxydants, I’ activité anti-oxydante et les huiles essentielles
de Citrus limon. La deuxieme partie concerne la méthodologie suivie, elle est subdivisée en
deux volets: le premier traite |’ extraction des huiles essentielles du citron par expression a
froid et par hydro-distillation ainsi que I’ éude de leur pouvoir antioxydant par la méthode de
DPPH° et par |e test de blanchissement de -carotene ; le deuxiéme volet élucide I’ @aboration

des margarines aux huiles essentielles du citron et la comparaison de leur résistance a
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I’ oxydation par rapport a la margarine témoin par les tests de Rancimat et Schaal. Enfin la
derniére partie regroupe I’ ensemble des résultats obtenus et leurs discussions suivie d' une
conclusion générale.
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Chapitrel. MARGARINE

L’ histoire de la margarine remonte a 1869 : Napoléone Ill lance un concours pour
inventer une nouvelle matiere grasse moins chere gque le beurre, destinée aux pauvres et aux
armés. C'est le pharmacien Hippolyte Mége Mouriés qui remporte le prix (Adersan et
Williams, 1965 In Bdljit et al., 2002).

La margarine, fabriquée au début a partir de graisse de beeuf est considérée comme un
substitut bon marché du beurre, elle ne fit pas pour autant I’ unanimité (Chrysam, 1985). Dans
les années 1950, I’industrie de la margarine modernise I’image du produit, fabriqué entre-
temps a base d' huiles végétales (Chrysam, 1996 In Laia et al., 2000), en S appuyant sur les
nouvelles préoccupations des consommateurs: la santé et la minceur (Roger, 1974). Avec
I’appui des laboratoires pharmaceutiques, les partisans plaident en faveur des acides gras
insaturés (Laia et al., 2000), et de la réduction du cholestérol dans les aiments afin de réduire
le nombre d'infarctus (Baljit et al., 2002).

Selon Karleskind (1992), La margarine se définit comme étant une émulsion de type
huile dans!’eau qui comprend deux phases essentielles :

» Une phase continue: phase grasse.

» Une phase dispersée: phase agueuse.

Elle contient aussi des additifs (Iécithine, sel, colorant, antioxydants, vitamines, etc.)
répartis en partie dans la phase grasse et en partie dans la phase agueuse (Faur, 1996 ;
Dimitrios et al., 2003).

La définition compléte de la margarine est donc celle d’ un systeme polydispersé de corps
grasal’état solide et al’ éat liquide, d’ eau et/ou lait, d’ ingrédients et quelquefois de bulles de
gaz (Karleskind, 1992 ; Vierling, 1999).

|- Composition globale

Selon Karleskind (1992), FDA (1993) In Koca et al., 2010 et Faur (1996), toutes les
margarines ont en général une composition globale identique :

> 80 % a82 % de lipides, appelé phase grasse ;

> 16 % a 18 % d eau et/ou lait, constituant la phase aqueuse ;

> 2% d additifs, obligatoires (antioxydants, sel, etc.) ou facultatifs (amidon, sucre, etc.)
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II- Typesde margarines

La margarine a été congue pour remplacer le beurre et a été fortifiée avec des vitamines
A, D, E, et sa composition est réglementée par des lois et des normes d'identité dans chaque
pays (Karleskind, 1992).

Aujourd’hui il existe un grand nombre de margarines qui se différencient par la
composition des deux phases. La margarine boulangere est plus ferme et n'exige aucune
réfrigération, elle est formulée pour la bonne tenue de la pate pétissiere (Manley, 1983 In
Miskandar, 2005) ; la margarine de table; un type avec un apport élevé en acides gras
polyinsaturés principalement, acide linoléque de 20 a 30 %, 25 a 40 % d acides mono-
insaturés, 10 a 30 % d'acides gras saturés, 15 a 30 % d'acides gras trans (Nawar, 1985).
Margarine douce battue ; contenant jusgu’a 50 % d'air injecté, disponible aux Etats-Unis
emballée dans du papier aluminium, et enveloppée hermétiquement dans un carton
d’aluminium laminé (Miskandar et al., 2005). Pour la margarine enrichie en phytostérols ou
margarine "santé" ¢’ est lafameuse Pro.activ (Miettinen et al., 1995) : 20 g par jour (environ 4
tartines) permettraient de réduire de 15 a 20 % le taux de LDL-cholestérol (correspondant a
une réduction de plus de 40 % des risgques cardiovasculaires), et cela sans modifier le taux de
HDL-cholestérol (Ayesh et al., 1999). Cette margarine se caractérise par un enrichissement en
certains composés, les phytostérols (stérols d'origine végétale) (Serfaty-Lacrosniere et al.,
2001). Or la force de Pro.activ est d’avoir enrichi sa margarine pour arriver a 8 % de
phytostérols. Ses qualités ont été démontrées par de nombreuses études scientifiques. Ce
produit est destiné aux gens souffrant d’hypercholestérolémie (Girardet, 2006 ; Ho et Pal,
2005 ; Vogt et al., 2004 ; Mussner €t al., 2002).

Il est difficile de donner une méme composition typique des margarines tant celles-ci

peuvent varier en fonction des utilisations (Miskandar et al., 2005).
[11- Schéma général defabrication

Selon DeMan et al. (1994), la fabrication de la margarine est une technologie connue et

maitrisée (figure 1). Elle comprend succinctement |es phases suivantes :

> Préparation de la phase grasse compléte : huiles et graisses telles quelles
raffinées et/ou modifiées par hydrogénation, interéstérification ou fractionnement ; Iécithine,

monoglycérides et colorants;
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Huiles neutres o Ingrédients
db :anchieie |Ii?)%rso| lﬁ]t; hydrosolubles
Tellesquelles
Hydrogénées Lécithine Sel, Sucre
Fractionnées Monoglycéride CO_nser\./a.teur
Colorant Acide citrique
etc.
A 4
Phase grasse
Phase

quueuse
S~

Phase grasse
compléte

Nl

A

Pompe doseuse

EMULSION <+—— FROID

REFROIDISSEMENT
CRISTALLISATION
MALAXAGE

<+—— AGITATION

\4

CONDITIONNEMENT

Figure 1. Schéma général de fabrication de lamargarine (Karleskind, 1992)
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> Préparation de la phase aqueuse compléte : eau, lait, sel, sucre, arbéme,
conservateurs, correcteur de pH, etc.

> Préparation de |’ émulsion ; mélange des deux phases précédentes ;

> Refroidissement, cristallisation, malaxage de I’émulsion de maniere a lui
conférer les caractéristiques rhéologiques espérées et la stabilité désiree ;

> Conditionnement du produit sous enveloppage (margarines traditionnelles) ou
en pots confectionnés en différents matériaux.

La phase grasse représente la partie la plus importante (82 a 84%) de I’ émulsion. Elle est
constituée par un mélange d huiles raffinées et d huiles concrétes d origines végétales,
animales et/ou marines selon les caractéristiques de la margarine souhaitées par la production,
c'est-a-dire que le choix des huiles de cette phase détermine, en grande partie, la qualité du
produit fini, notamment : la texture, la consistance et le point de fusion (Faur, 1996 ; FDA,
1993 In Koca et al., 2010).

La phase aqueuse quant a elle représente environ 16 a 18 % de la composition globale de
la margarine. Elle est constituée soit d’eau soit de lait, soit d'un mélange eau/lait. Elle est la
plus sensible des constituants de la margarine, & des contaminations microbiennes, et
nécessite donc une pasteurisation préalable (Karleskind, 1992).

[11-1- Additifsliposolubles

Les émulsifiants; composés ayant des propriétés tensioactives, dues a leur caractére
amphiphatique : leurs structures chimiques étant composees a la fois de groupes hydrophiles
et lipophiles et de ce fait pouvant se dissoudre dans les deux phases, permettant leur union
sous forme d émulsion homogéne. Les émulsifiants utilisés dans les margarines sont la
[écithine, les mono et diglycérides. La couleur de la margarine doit étre assez voisine de celle
du beurre, elle est obtenue soit par addition d’ huile de pame rouge riche en caroténoides, soit
de B-carotene de synthése (L uterotti et al., 2006).

Les margarines sont souvent aromatisées par le diacétyle arbme, naturel du beurre ou le
butane Dione 1,3 de synthese. On utilise une solution dans I'huile a 4 %. Au-dela d’une
certaine limite, le golt N’ est pas agréable et jugé comme artificiel. La présence d'eau rend la
margarine tres sensible a |’ oxydation. La meilleure protection est de maintenir le produit fini a
I’abri de I’oxygéne, mais on peut aussi gjouter des antioxydants via la phase grasse, qui ont
pour role d’ éviter I’ apparition du rancissement en retardant I’ oxydation des huiles (FDA, 1993
In Kocaet al., 2010 ; Faur, 1996).
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[11-2- Additifs hydrosolubles

Le sdl est, en premier lieu, gouté pour améliorer la sapidité, mais il peut jouer un role
protecteur, bactériostatique. Les teneurs peuvent varier de 0.1 a1 et méme 2 %. Le sel utilise
doit étre de qualité alimentaire, pratiquement anhydre, avec absence de sel's de magnésium, de
fer et d'ions SO, qui accélérent I’oxydation des graisses. En solution dans |'eau, il doit

donner une saumure limpide et claire.

L’amidon est considéré comme étant un révélateur, a une dose de 0.2 % ; il permet de
différencier la margarine du beurre, quoiqu’il existe actuellement d autres moyens de les
distinguer (CPG). Le sucre (saccharose) augmente les qualités organoleptiques, et donne la
douceur aux margarines, il est utilisé dans les margarines de tables a raison de 0.2 a 0.3 %
(FDA, 1993 In Kocaet al., 2010 ; Faur, 1996).

V- Facteursde détérioration dela margarine

Les facteurs d’ altération de la margarine peuvent étre d’ ordres physique ou chimique et
surtout bactériologique.

La margarine, étant formée d'un pourcentage élevé de matieres grasses, est
sensiblement exposée al’ oxydation. Cette derniére est al’ origine de I’ odeur de rance, elle est

ligea:

lalumiére : en particulier lesrayons UV qui exercent une action catalytique ;

latempérature élevée et ladurée de stockage ;

la présence des germes lipolytiques ;

le taux d'insaturation gue contienne la phase grasse ;

I’ exposition de la margarine al’ oxygene atmosphérique.

L’ atération physique est due a la modification de la consistance de la margarine. Elle
est due a son tour au phénomeéne de recristallisation. Laformation de ces cristaux entraine la
réduction de la phase liquide par rapport ala phase solide et conduit en général alaperte dela

texture, laflaveur et | apparence recherchée (McClement et al., 2000 ; Genot et al., 2003).
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Chapitrell. ANTIOXYDANTSET ACTIVITE ANTIOXYDANTE

L’ oxydation des lipides est une cause majeure de dégradation de la margarine lors de sa
fabrication et de sa conservation, elle affecte les acides gras insaturés présents. Les
recommandations nutritionnelles conseillent d augmenter la part relative des acides gras
polyinsaturés (AGPI) dans la ration en raison notamment de leur rdle dans la prévention de
pathologies du systéme cardiovasculaire et de |’ obésité (Martin, 2001 In Villiere et Genoat,
2006). Or la présence dans la margarine de ces AGPI particulierement sensible a I’ oxydation
pose le probleme de la maitrise de la stabilité de tels systémes (Villiere et Genot, 2006).

La conséguence la plus perceptible de I’ oxydation des lipides est I’ apparition d’ odeurs et
de flaveurs désagréables. Ces odeurs conduisent souvent au rejet du produit par le
consommateur. Cette oxydation peut également induire une modification de la couleur des
produits par co-oxydation des pigments qu’ils soient liposolubles ou hydrosolubles; c'est le

cas des caroténoides dans lamargarine (Prior, 2003).

L’ oxydation des lipides est une réaction radicalaire en chaine (Labuza, 1971 ; Frankel,
1980), ou un acide gras insaturé (RH) transformé en radical (R°) dans une étape d'initiation,
réagit avec I’oxygeéne dans une étape de propagation pour conduire a un radical peroxy
(ROQ®), ce dernier réagit a son tour avec une molécule d’ acide gras pour régénérer un radical
(R®) et former un peroxyde (ROOH) (Charles et Darrigol, 1987 ; Alais et al., 2003).

|- Etapes et facteursfavorisant I’ oxydation deslipides

L’ oxydation des lipides est une réaction dont les principaux mécanismes sont aujourd’ hui
bien décrits et les cinétiques et les facteurs de variation sont globalement connus (Labuza,
1971 ; Frankel, 2005). C’est une réaction radicalaire en chaine généralement schématisée en
trois étapes (figure 2). La premiére de ces étapes est |’ étape d’amorcage, ou initiation, au
cours de laguelle il y a génération des premiers radicaux alkyle (R°) a partir des acides gras
insaturés (RH). Cette premiére étape peut étre modulée par de nombreux facteurs, notamment
les traitements subis, comme le chauffage ou I’ exposition alalumiére (Karleskind, 1992), les
métaux présents al’ état de traces dans les matieres premieres ou apportés par les procédés de
transformation (Villiere et Genot, 2006). Ces conditions correspondent a des conditions

courantes de conservation de nombreux aliments (Alais et al., 2003).
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Figure 2. Mécanisme général des réactions d’ oxydation des lipides (Alais et al., 2003).
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La deuxiéme étape réactionnelle est | étape de propagation, au cours de laquelle les
radicaux alkyles précédemment formés réagissent avec I’ oxygene moléculaire pour former
des radicaux peroxyle (ROO°) (Fazzalari, 1978 In Villiére et Genot, 2006). Ces derniers
réagissent a leur tour avec des acides gras et forment des hydroperoxydes (ROOH) et de
nouveaux radicaux alkyles, engageant ainsi de nouveaux cycles réactionnels (Grosch, 1982).
Les hydroperoxydes, produits primaires de la réaction, sont des molécules instables. Ils se
décomposent sous |’ effet de la chaleur ou des métaux en donnant naissance a des produits
secondaires. Parmi ces derniers, les composes volatils sont a |’ origine de la modification de
I’ odeur des produits oxydés (Lehucher-Michel et al., 2001).

Latroisiéme étape est la terminaison : les especes radicalaires réagissent entre elles pour
donner des espéces non radicalaires (cétones, adehydes et alcools responsables de
I atération organol eptique) mettant ainsi fin aux cycles réactionnels (Kohen et Nyska, 2002).

La connaissance des mécanismes réactionnels de I’ oxydation des lipides reste cependant
incompléte. De ce fait, |es connai ssances actuelles ne suffisent pas a maitriser parfaitement le

phénomene qui demeure difficile a prévenir (Genot et al., 2004).

Garantir la durée de vie des aliments sensibles a I’ oxydation demeure ains parfois une
gageure, méme en ayant recours de facon massive aux antioxydants (Villiére et Genot, 2004).
Ces antioxydants sont utilisés dans des industries tres diverses et jouent un role prépondérant
dans I'industrie alimentaire. Certains d’ entre eux, les tocophérols sont présents de facon
naturelle dans les huiles et corps gras, mais le plus souvent il est nécessaire d’en gouter pour

améliorer la conservation des aliments, en particulier celle des corps gras (Alais et al., 2003).

Un antioxydant est défini comme étant toute substance qui peut retarder ou empécher
I'oxydation des substrats biologiques (Boyd et al., 2003). Les antioxydant sont des composés
qui réagissent avec les radicaux libres et les rendent ainsi inoffensifs (Dupin et al., 1992 ;
Neve, 1995).

La raison pour laguelle les antioxydants sont importants vient du fait que I'oxygeéne est un
élément potentiellement toxique puisqu'il peut étre transformeé en formes plus réactives telles
que le superoxyde (O°,), le peroxyde d'hydrogéne (H,0,), I'oxygéne singulet (*O.) et les
radicaux hydroxyle (HO®), collectivement connu sous le nom d'oxygene actif (Boyd et al.,
2003 ; Hadi, 2004).
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Selon Neve (1995) et Berger (2006), la stabilité de la structure des antioxydants leur
permet d'agir pour former des produits finis non radicaux en:
¢ réagissant rapidement avec un radical d'acide gras avant que celui-ci ne puisse réagir avec
un nouvel acide gras;
+ absorbant |'énergie excédentaire de |I'oxygene singulet pour latransformer en chaleur;

¢ soxydant lui-méme plus rapidement qu'un substrat a risque d'oxydation.
II-Types d'antioxydants

Les antioxydants sont classés selon leur origine en antioxydants naturels ou synthétiques
et selon leur mode d’ action en antioxydants primaires ou secondaires.

I 1-1-Antioxydants synthétiques

Dans lindustrie aimentaire, les antioxydants synthétiques, tels que le
butylhydroxyanisole (BHA), le butylhydroxytoluene (BHT), la gallate propylée (PG) et le
tetra-butylhydroquinone (TBHQ), sont largement utilisés parce qu'ils sont efficaces et moins
chers que les antioxydants naturels. Cependant, leur sécurité est trés discutée car ils générent
un besoin de recherche comme matiéres de substitution d’ apres des sources naturelles comme

antioxydants de lanourriture (Lisu et al., 2003).
[1-2-Antioxydants naturels

Plusieurs substances peuvent agir en tant qu'antioxydant in vivo. Elles incluent le béta
caroténe, I'albumine, I'acide urique, les cestrogenes, les polyamines, les flavonoides, I'acide
ascorbique, les composés phénoliques, la vitamine E, etc. Elles peuvent stabiliser les
membranes en diminuant leur perméabilité et elles ont également une capacité de lier les
acides gras libres (Svoboda et Ampson, 1999 In Mohammedi, 2006).

I1-3-Antioxydants synergistes

Ce sont des substances qui ne sont guere actives en tant qu'antioxydants, et dont les
propriétés apparai ssent surtout en présence d’ autres antioxydants. Il en est ainsi des |écithines,
des acides citrique et tartrique, des acides aminés (lysine et arginine), de certains flavonoides.
Leurs propriétés peuvent sexpliquer par un effet chélatant de métaux comme le fer et le
cuivre gqui ont un effet pro-oxydant a faibles doses. Certains produits ont un effet inhibiteur de

la décomposition des hydroperoxydes, et d'autres semblent régénérer des antioxydants,
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comme les tocophérols ou les dérivés de |'acide ascorbique a partir de leurs formes oxydées
(Morelle, 1988).

| 1-4-Antioxydants primaires

IIs englobent les composés qui interférent avec |’ oxydation lipidique en convertissant les
produits d’ oxydation lipidiques (L°, LOO", LO") en produits plus stables (LH, LOOH, LOH)
grace aleur propriété de donneurs de protons actifs. Le radical (A°) dérivé de I’ antioxydant se
convertit en produit stable (Kim et Lee, 2004).

[1-5-Antioxydants secondaires

Selon  Gordon (1990), les antioxydants secondaires sont des composés qui retardent
I’ oxydation lipidique selon différents modes d action :
e absorption des radiations ultraviolettes ;
e inactivation del’ oxygene singulet ;
e chéation des métaux ;

e décomposition des hydroperoxydes.
I11- Toxicité des antioxydants

Les premieres indications des effets possibles des antioxydants sur |a santé datent des
années 1970, alors que des chercheurs ont constaté que I'incidence réduite de certains cancers
et de maladies coronariennes allait pair avec une diéte riche en fruits, |égumes et herbes. Or, il
Savére que ces végétaux regorgent d'antioxydants (Berger, 2006). L'intégration de molécules
d'antioxydants a des denrées alimentaires constitue tous de méme un défi. On reconnait la
fragilité ala chaleur de lavitamine C, qui est par ailleurs I'un des plus puissants antioxydants
(Lehucher-Michel et al., 2001).

L'gout de vitamine E peut également poser des problemes s on n'a pas prévu un
emballage qui prévient I'oxydation par lalumiére. De plus la surconsommeation d'antioxydants
peut entrainer une déficience des systemes naturels de protection de I'organisme (systéme
immunitaire) et cela peut nuire la santé en altérant de nombreuses fonctions vitales. Certains
antioxydants sont responsables aussi a des réactions allergiques, des hypersensibilités, des
troubles digestifs, etc. (Roberfroid, 2002).

Selon Alais et al. (2003), les produits de synthése ont été beaucoup étudiés sur le plan de
latoxicologie chez I'animal. Des résultats variant avec les espéces ont été donnés : effet sur
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les poumons, le foie, la thyroide, la coagulation sanguine ou I'action cancérigene. On ne peut

les extrapoler al'homme, mais on est porté aréduire leur emploi dans I'alimentation humaine.

V- Méthodes d'évaluation del'activité antioxydante

Maitriser |'oxydation est indispensable pour gérer I'évolution des systémes biologiques
dans leur complexité en particulier dans le cas des aliments dont |a dégradation peut avoir des

consequences en securité alimentaire (Marc et al., 2004).

Les méthodes d'évaluation du pouvoir antioxydant peuvent étre qualitatives ou
guantitatives. Les méthodes qualitatives, utilisées pour repérer |’activité antioxydante de
composes, sont relativement peu nombreuses et font intervenir en général, la coloration ou la
décoloration d’'un réactif spécifique en présence d agents antioxydants. Une des méthodes
utilisées pour la détection d antioxydants est |la chromatographie sur couche mince (CCM),
gui donne naissance a des réactions colorées en présence de tels composes (Li Peiwu et al.,
1999). Une autre méthode a été proposée par Glavind et Holmer (1967) qui combine la
méthode précédente avec la détection visuelle pour I’ évaluation de I’ activité de balayage de
radical libre des fractions antioxydantes en employant le 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl
(DPPH).

En ce qui concerne I’évaluation quantitative de I’activité antioxydante, beaucoup de
méthodes peuvent étre appliquées pour estimer directement |’activité antioxydante. La
génération de radical libre est reliée avec I’oxydation dans les aiments et les systémes
biologiques. Les méthodes principales comportent, le balayage des radicaux de superoxyde
(O.°) ; le balayage de peroxyde d hydrogéne (H2O) ; le balayage d acide hypochloreux
(HOCI) (Sanchez-moreno, 2002) ; le balayage du radical d’ hydroxyle (HO®) ou le balayage
du radical du peroxyle (ROO®). Parmi ces méthodes, la méthode de PIEGE (paramétre total
d’ antioxydant de radical en piégeage (Brasseur et al., 1995) ; la méthode d ORAC (capacité
d’ absorbance du radical de I’ oxygene) (Cao et al., 1993) ; laméthode d ABTS (le balayage du
radical 2,2-azinobis-éhylbenzothiazoline-6-sulphonate) (Duthie et al., 1991 In Maamri,
2008) ; le balayage du radical stable 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (la méthode du radical
DPPH°) (Blois, 1958 ; Uchiyama et al., 1968) ; la méhode de DMPD (le balayage du radical
N,N’-p-di-méthylique-phénylénediamine) (Li et al., 1994) ou la méhode de Photochemi-
luminescence (PLC) (Magin et al., 2000).
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Chapitrelll. HUILESESSENTIELLES DE Citruslimon
| - Plante de Citruslimon

Le citronnier est un arbuste originaire du sud-est asiatique, cultivé sur le littoral de la
Méditerranée et dans toutes les régions du globe a climat semi-tropical (Dubois, 2006 ;
Debuigine et Couplan, 2008). Les fruits sont de forme ovale, avec un mamelon plus au moins
apparent a leurs extrémités. La peau fine est colorée en jaune a maturité du fruit; elle est
pourvue de nombreuses glandes oléiféres 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).

Cette plante est I’ une des agrumes les plus vigoureuses, de croissance rapide, elle produit
de nombreuses branches et fructifie abondamment, et la fructification de |'hiver est plus
importante (de 60 a 70% de production annuelle de I’ arbre) (Dubois, 2006). Les principales
variétés méditerranéennes cultivées de citronnier sont «Verna», «Eureka», «Lisbonne »,

«Monachello », «Interdonato » et «Lunaris » (Blancke, 2001).
Selon Padrini et Lucheroni (1996), la classification de citron est la suivante :
Régne: Plantae
Ordre: Sapindales
Famille : Rutaceae

Genre: Citrus

Espece : Citruslimon
[1- Généralités sur les huiles essentielles

La norme AFNOR NF T 75-006 (1998) In Bruneton, 1993 a donné comme définition
d huile essentielle: «produit obtenu a partir d'une matiére premiére végétale, soit par
entrainement a la vapeur d’eau, soit par des procédés mécaniques a partir de |’ épicarpe des
Citrus, soit par distillation seche. L’ huile essentielle est ensuite séparée de |a phase aqueuse

par des procedés physiques ».
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I1-1-Réle physiologique

Beaucoup de plantes produisent les huiles essentielles en tant que métabolites
secondaires, mais leur réle exact dans les processus de la vie de la plante est inconnu (Rai et
al., 2003 In Mohammedi, 2006).

Il'y a beaucoup de spéculations au sujet du «role » d’huiles essentielles des plantes.
Certainement plusieurs effets apparents « utiles » ont été décrits: protection contre la flore
microbienne infectieuse par les propriétés fongicides et bactéricides et contre les herbivores

par golt et effets défavorables sur le systéme nerveux (Porter, 2001).

Certains auteurs pensent que la plante utilise |I"huile pour repousser ou attirer les
insectes, dans ce dernier cas, pour favoriser la pollinisation. D’autres considerent |”huile
comme conservateur de I’ humidité des plantes dans | es climats désertiques (Belaiche, 1979).

I 1-2-Composition chimique

Les huiles volatiles sont des mélanges trés complexes, les constituants sont
principalement des monoterpenes et des sesquiterpenes de formule générale (CsHg)n, les
composes oxygénés dérives de ces hydrocarbures incluent des alcools, des aldéhydes, des
esters, des éthers, des cétones et des phénols. On estime qu’il y a plus de 1000 monoterpenes
et 3000 de structures sesquiterpénes. D’ autres composés incluent des phenylpropanes et des
composés spécifiques contenant le soufre ou |'azote (Svoboda et Hampson, 1999 In
Mohammedi, 2006).

La norme I1ISO: NF T 75-335 (1995) In Robert et Lobstein (2005) a donné la
composition de I’ huile essentielle extraite par expression de |’ écorce du Citrus limon avec un
rendement de 1,2 &1,5%. Les principaux constituants sont le limonene (65 a 70%), le citral (1
a5%), le B-pinéne (4 a 9%), le y-terpinéne (9 a 12%), le linaol (1,5%), le cinéole, d’ acétate

de géranyle, le nonanal, le citronellal, I’ a-terpinéol, le camphéne et I’ a-bisabol éne.
I1-3- Localisation et lieu de synthése

Les huiles peuvent étre stockées dans tous les organes végétaux : feuilles, fleurs, écorces,
bois, racines, rhizomes, fruits et graines. La synthése et |’accumulation sont généralement
associées a la présence de structures histologiques spécialisees, souvent localisées sur ou a
proximité de la surface de la plante : cellules al” huiles essentielles des Lauracées (Camphora
officinarium) ou des Zingiberaceae (Zingiber officinale), poils sécréteurs des Lamiacées
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(Mentha spicata), des poches secrétrices des  Myrtacées (Eucalyptus leucoxylon) ou des
Rutacées (Citrus limon), canaux sécréteurs des Apiacées (Daucus carota) ou des Astéracées
(Anthemis tomentosa) (Garnero, 1991). Plusieurs catégories de tissus sécréteurs peuvent
coexister simultanément chez une méme espece (Schinus molle), voire dans un méme organe
(fruits de Citrus limon) (Bruneton, 1993).

Les diverses especes du genre Citrus éaborent et stockent, dans des poches
schizolysigenes localisées dans la partie externe du mésocarpe du fruit (flavedo), des huiles
essentielles. C'est cette localisation particuliere qui permet de les récupérer directement par

« expression » (Bruneton, 1999).

Les trichomes glandulaires sont les sites primaires de la biosynthése d’ huile essentielle.
Les plantes qui manguent de telles structures spécialisees synthétisent et amassent seulement
des traces de monoterpénes ainsi que le proces sécréteur d'huile et le mécanisme ont une
incidence directe avec la production de I’ huile et le potentiel du systeme producteur (Sharma
et Maguer, 2003).

[1-4- Procédésd'obtention

Les huiles essentielles de citron peuvent étre obtenues de différentes maniéres: par
expression des écorces, par scarification du fruit entier puis expression ou par
hydrodistillation (Garnero, 1991 ; Bruneton, 1999 ; Sousaet al., 2002 ; Adio, 2005).

L'extraction peut aussi se faire au moyen d'un solvant qui change selon la partie de la
plante utilisée et la fragilité de I'huile ou par I'enfleurage (pour les produits cosmétiques)
(Crespo et al., 1991).

|1-4-1-Entrainement a la vapeur d'eau

L'hyrodistillation consiste a immerger directement le matériel végétal (intact ou broyé)
dans un alambic rempli d'eau, ensuite porter le tout a I'ébullition. Les vapeurs hétérogenes
sont condensées sur une surface froide et I'huile essentielle se sépare par la différence de
densité (Bruneton, 1999).

Dans la distillation a vapeur saturée, le végétal n'est pas en contact avec I'eau. La vapeur
d'eau est injectée a travers la masse végétale disposée sur une plague perforée (Belaiche,
1979). En sedirigeant vers la plante, la vapeur fait éclater les cellules contenant I'essence et

entraine avec elle les molécules odorantes (Padrini et Lucheroni, 1996).
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| 1-4-2-Expression des épicarpes de Citrus

L’ expression des épicarpes se fait par dilacération des agrumes pour libérer le contenu
des poches sécrétrices. Ce dernier est récupéré par un procédé physique aprés agitation. Le
procédé classique consiste a exercer, sous un courant d'eau, une action abrasive sur la surface
de fruit. Apres éimination des déchets solides, I'huile est séparée de la phase aqueuse par
différence de densité (Bruneton, 1999 ; Werner, 2002).

I11- Facteursdevariabilité

La composition chimique et le rendement en huiles essentielles varient suivant diverses
conditions: |’environnement, le génotype, origine géographique, la période de récolte, le
séchage, satempérature et sadurée (Smallfield, 2001).

I11-1-Dénomination botanique et partie dela plante

Une huile essentielle doit étre rapportée au matériel botanique d'ou elle est issue, d ou
I’'importance accordée a la nomenclature (Garnero, 1976 ; Perry et al., 1999 ; Barry, 2001).
Elle peut s extraire de plusieurs parties de la plante, la quantité et la qualité different, d'ou la

nécessité de spécifier le nom de la partie utilisée (Bruneton, 1999 ; Couderc, 2001).
[11-2-Cycle vegétatif

Une essence reste modulable en fonction des besoins particuliers de la plante. Sa
composition n’est pas statique (Bruneton, 1987 ; Perry et al., 1999).

Les éventuelles modifications sont conségquentes principalement des conditions
météorologiques ains que du stade végétatif. Par ailleurs, la plante pourra utiliser son essence

aun stade avancé de son élaboration pour sa propre défense immunitaire.

Des variations importantes peuvent se produire au cours du cycle végétal autant en ce qui
concerne le rendement et la composition chimique en huile essentielle (Garnero, 1991 ; Perry
et al., 1999).

I11-3-Facteurs extrinseques

Il sagit la de l'incidence des facteurs de I'environnement et des pratiques culturales

(I'apport d'engrais et I'influence des variations N.P.K., régime hydrique), la température, la
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durée totale d'insolation et le régime de vents exercent une influence directe (Bruneton, 1999 ;

Couderc, 2001), sans ainsi oublier les facteurs géographiques et édaphiques (Garnero, 1991).
IV-Toxicité des huiles essentielles

L’ utilisation des huiles essentielles du citron extraites soit par hydrodistillation soit par
expression a froid ne présente aucun risque de toxicité, ni aigué ni chronique (Robert et
Lobstein, 2005).

Les huiles essentielles contenant des phénols, tels que le thym, la cannelle et le clou de
girofle, devraient étre employées avec prudence. La toxicité du foie peut se produire si les
huiles essentielles sont utilisées a de fortes doses pendant un temps prolongé. Les cétones
contenues dans I’armoise, la sauge et les huiles d’hysope peuvent ainsi causer ce genre de
probléme (Bruneton, 1993 ; Couderc, 2001).

V- Utilisation des huiles essentielles

Dans le domaine agroalimentaire, I'huile essentielle du citron sert a la fabrication
d’arbmes alimentaires, d essences fruitées, de boissons rafraichissantes, de liqueurs, de
pétisseries et de confiseries (Iserin et al., 1996, Robert et Lobstein, 2005).

Les huiles essentielles issues des sécrétions des plantes aromatiques et meédicinaes
montrent des propriétés d'intérét alimentaire, cosmétique, thérapeutique et pharmacognosique
(Iserin et al., 1996).

C'est en gastronomie que se fait le plus large emploi des plantes a essences sous forme
d’épices. Celles-ci sont réparties en épices aromatiques (arbmes amers et acres) comme dans
le cas du faux poivrier, ou simplement en épice pour les desserts et pétisseries (Bruneton,
1999). Les huiles essentielles peuvent également étre gjoutées dans les produits alimentaires
destinés a la conservation (produits de la quatrieme gamme). Elles s gjoutent sur les produits
de consommation dans le but d’ aromatisation (quel ques gouttes déposeées sur |es morceaux du
sucre) (Pingot, 1998).
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MATERIEL ET METHODES
[-Matériel vegétal
Le produit ayant servi al’ extraction des huiles essentielles est 1a partie écorce (zeste) du

citron (Citruslimon). Ce choix est justifié par :

- larichesse du zeste en huiles essentielles par rapport aux autres parties du fruit (Robert et
Lobstein, 2005) ;

- la capacité de ces huiles a piéger les radicaux libres (activité antioxydante) (Padrini et
Lucheroni, 1996) ;

- la possibilité de vaorisation d’un sous produit agricole par son incorporation comme
additif alimentaire naturel et moins couteux a la production de la margarine en

substitution & un additif synthétique et colteux.
I-1- Collecte du fruit

La récolte du citron a éé effectuée a la fin de mois de mars 2010 le soir au niveau de la
région de Sidi Mabrouk Supérieur de lawilaya de Constantine-Algérie.

L'Euréka est la variété du citron qui a servi a notre étude, cela est justifié par son
abondance par rapport aux autres variétés existant en Algérie. De 1990 a 2009, la production
moyenne du citron est de 112,1Qx/Ha sur 526,6Qx/Ha de la production totale des agrumes
(DSA, Algeérie).

Le fruit utilisé se caractérise par une forme ovale, de couleur jaune verdétre, I’ écorce est
molle, moyennement fine, son épaisseur est d’ environ 2mm d’ épaisseur. Le poids moyen d’'un

fruit du citron employé est de 200g et |e poids moyen de son zeste est de 33g.

Le citron ainsi utilisé pour I'extraction des huiles essentielles a préalablement subit un

lavage, une élimination des taches et un essuyage.
La partie pratique est subdivisée en deux principaux volets (Figure 3) :

- le premier traite les huiles essentielles, la réalisation de ce volet a été effectuée du 22
mars au 4 avril 2010 au niveau des laboratoires de I’ INATAA-Constantine ;

- le deuxieme traite I’ éaboration des margarines et leurs analyses, la réalisation de ce
volet a été effectuée du 11 avril au 13 octobre 2010 au niveau de Cévita-Béaia.

Toutes les analyses effectuées sont reproduites trois fois.
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Partie |l : Huiles essentielles

Zeste de Citrus limon

Détermination du taux d’ humidité Extraction des HE
Expression afroid Hydrodistillation

A 4 A 4

- Calcul du rendement

- Estimation du pouvoir antioxydant

! !

Test de DPPH® Test de blanchissement du B-carotene

Partiell : Elaboration des margarines

Margarine aHE; Margarine au Tocoblend Margarine aHE,

\ 4 \ 4 \ 4

K Caractérisation physico-chimiques \
("~ - Détermination de lateneur en eau et en matiéres volatiles

- Détermination du gras et du non gras

- Détermination de lateneur en AG par CPG
< - Détermination du pH

- Détermination de I’ indice de peroxyde

- Détermination du point de fusion
- Détermination du taux de solide (SFC)

—
- Evauation de la stabilité oxydative

- Test de Rancimat

- Test de Schad

- Métrologie sensorielle
- Analyse statistique

\_ _/

Figure 3. Enchainement des différentes étapes de la partie pratique
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|-2- Déter mination de taux d’ humidité
e Principe

Lateneur en eau de zeste de citron a été déterminée par le procédé de séchage al’ étuve a
105°C. (Twidwell et al., 2002 ; Simpson, 1999).

e Expression desrésultats

Letaux d’humidité (H %) est calculé par laformule suivante :

M1—M;
H%=— X100
P

Ou H% : Taux d’humidité en %
M : Masse de la capsule + matiére fraiche avant séchageen g ;
M, : Masse de |’ ensemble apres séchageen g ;

P: Massedelaprised essai en g.
I1- Huiles essentielles
I1-1- Procédés d’ extraction

L’ extraction des huiles essentielles a partir du zeste de citron frais est effectuée par :
= expression afroid
= hydrodistillation.

I1-1-1- Expression afroid

100g de zeste frais du citron sont broyés a |’aide d’un mixeur. Le broyat obtenu est mis
dans un erlenmeyer avec 250 ml d’ eau puis agité par un agitateur électrique de 10 a 15 mn.

L’ eau et |" huile obtenue se séparent dans une ampoule a décanter par le procédé physique
(différence de densité) (Peyron et Richard, 1992 ; Werner, 2002), I’ huile obtenue est codée
HE;.

I1-1-2- Hydrodistillation

100 g de zeste frais du citron rgpés sont introduits dans un ballon de 2 litres imprégnés

d’ eau digtillée. L’ ensemble est porté al’ ébullition pendant 2 a 3 heures (Figure 4).
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Les vapeurs, entrainant avec elles I'huile essentielle, se condensent en traversant le
réfrigérant et chutent dans une ampoule a décanter. Dans cette derniere, I'eau et |’ huile se
séparent par différence de densité (Peyron et Richard, 1992), I” huile obtenue est codée HE.

1 - ballon afond rond
2 - chauffe - ballon

3 - thermométre

4 - réfrigérant aeau

5 - erlenmeyer

Figure 4. Schéma général d’ un hydrodistillateur

L’ huile séparée de I’eau dans les deux cas est déshydratée par le sulfate de sodium

(NaSO,) et conservée a4°C dans des flacons en verre emballés avec du papier aluminium.

[1-2- Calcul du rendement

Le rendement en huile essentielle est le rapport entre le poids de I’ huile extraite et le
poids du zeste utilisé (Carée, 1953. In Mohammedi, 2006).

L e rendement exprimé en pourcentage est calculé par laformule suivante :
R% =P,/ P,X 100

Ou R% : rendement de I’ huile en pourcentage ;
P,: poidsdel’huileeng;
P, : poids de zeste du citron en g.

I1-3- Cinétique d’extraction del’HE;

La cinétique d'extraction consiste a déterminer le rendement en fonction du temps
d’extraction. Elle a pour but de fixer le temps nécessaire pour extraire le maximum d’ huile et
pour éviter les pertes du temps et d' énergie (Bachelot et al., 2006).
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|1-4- Test de mesure du pouvoir antioxydant

La mise en évidence du pouvoir antioxydant de nos échantillons a été réalisée par deux
tests chimiques ; mesure de I'activité de balayage d’'un radical libre puissant DPPH° (2,2
diphényle-1-picrylhydrazyl) et la dégradation du -carotene en présence de |’ acide linoléique.

[1-4-1-Test au DPPH
e Principe

Laréduction du radical libre DPPH® par un antioxydant peut étre suivie par spectrométrie
UV-visible, en mesurant la diminution de I'absorbance a 517nm provoquée par des

antioxydants (Molyneux, 2004).
e Modeopératoire

Selon le protocole de Mansouri et al. (2005), la solution de DPPH est préparée par la
solubilisation de 2,4 mg de DPPH° dans 100 ml de méthanol. 25ul de chaque solution en
huile essentielle a tester sont gjoutés a 975ul de la solution de DPPH®, le mélange est laissé a
I’obscurité.  Aprés 30 min, la décoloration des mélanges par rapport au contréle négatif
contenant uniquement la solution de DPPH® est mesurée a 517 nm, nous procédons de la

méme maniere pour |’ antioxydant de référence ; Tocoblend (Annexe 2).

Selon Yildirims et al. (2001) In Avless et al., 2004, ['activité antiradicalare

(pourcentage d’inhibition) est estimée selon laformule suivante :

(Abss;7 contr6le négatif — Abss;7 échantillon)
Activité antiradicalaire % = X 100
Abss;7 contrdle négatif

Abss7: absorbance lue a517 nm

Le pourcentage d'inhibition permet de calculer le paramétre EC50 «Efficient
Concentration ». Ce paramétre a été introduit par Brand-Williams et ses collaborateurs et a
été ensuite employé par plusieurs groupes de chercheurs pour présenter leurs résultats
(Yoshida et al., 1989. In Mighri et al., 2010 ; Santiago et al., 1992, Siripriya et al., 1996 ;
Bondet et al., 1997 ; Wettasinghe et Shahidi, 2000. In Wanasundara et Shahidi, 2005.). I
définit la concentration efficace du substrat qui cause la perte de 50% de I’ activité de DPPH®
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(Molyneux, 2004). Ces EC50 sont déterminées graphiquement par la droite de régression dont
I’ abscisse représente la concentration des échantillons et I’ ordonné I’ activité antioxydante en
pourcentage. Le pouvoir antiradicaaire relatif (APR) est inversement proportionnel a I’'EC50
(APR = 1/ECH0) (Prakash et al., 2007).

|1-4-2- Test de blanchissement du p-carotene
e Principe

L’ activité antioxydante des échantillons est déterminée en mesurant I’inhibition de la
dégradation oxydative du B-carotene par les produits d oxydation de I'acide linoléque
(Miller, 1971. In Avlessi et al., 2004 ; Wanasundara et al., 1994).

e Modeopératoire

Selon Kartal et al. (2007), 0,5 mg de B-carotene sont dissous dans 1ml de chloroforme et
additionnés a 200 mg de Tween 40 et 25 pl d’acide linoléque. Cette solution est évaporée au
rotavapeur jusqu’a disparition de I’ odeur du chloroforme, par la suite 100 ml d’eau distillée
saturée en oxygene sont gjoutés, I’émulsion résultante est agitée vigoureusement. 350 ul de
solution d huiles ou d antioxydant de référence (Tocoblend) solubilisée dans du méthanol (2

mg/ml) sont additionnés a2,5 ml de I’ émulsion précédente.

7z

La cinétique de décoloration de I’émulsion en présence et en absence d antioxydant
(contréle négatif dans lequel I' échantillon est remplacé par 350ul de méthanol) est suivie a
490 nm a des intervalles de temps réguliers pendant 48 heurs. L’ activité antioxydante relative

des échantillons (AAR) est calculée selon I’ équation suivante :

AAR = ADS t=4gn (échantition) / ADS =0 (&chantilion)
AAR : activité antioxydante relative

ADS i=4gn : absorbance [ue a490nm apres 48h.
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I11- Elaboration dela margarinetémoin et des margarines a huiles essentielles (HE; HE,)

[11- 1- For mulation

Les recettes générales de la margarine témoin (au Tocoblend) et de celles a huiles
essentielles HE; et HE, sont données dans le tableau 1.

La quantité de quelques constituants n'est pas mentionnée, cela est di aux secrets
professionnels particuliers du Ceévital.
Tableau 1. Recette de la margarine témoin et des margarines a huiles essentielles de Citrus
limon (HE, HE)

Composition
Matiére premiére
Margarine au MargarineaHE; | Margarinea HE>
tocoblend
Phase grasse
Huile de tournesol X
Huile de pame X
HPO X
HCNO X
Ingrédientsliposolubles
Monoglycéride lactique 0,4%
B-carotene 7 ppm
Arome de beurre 0,80/kg
Tocoblend 100 ppm 0 0
Huile essentielle (HE;) 0 100 ppm 0
Huile essentielle (HE,) 0 0 100 ppm
Phase aqueuse
Eau 16%
Lait 0,4%
I ngrédients hydrosolubles
S 0,3%
Acidelactique 0,50/kg
Sorbate de potassium 1,3g/kg

X : signifie la quantité non mentionnée de constituant correspondant
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[11- 2- Procédédefabrication

La fabrication des margarines est réalisée dans la chaine pilote (Annexe 3), dont nous
avons essayé de donner un schéma explicatif des différentes étapes de fabrication avec leurs
parameétres (Figure 5). Aprés le dosage des deux phases et leurs ingrédients, on les verse dans
le bac d’émulsification ou se déroule I’ opération d’ émulsification. A ce stade, la stabilité de
I’émulsion est incompléte, elle fait appel donc a une cristallisation. Néanmoins, une autre
étape intermédiaire est obligatoire, ¢’ est la pasteurisation. Elle se fait par chauffage a 80°C
pendant 3 a 4 secondes sous pression de vapeur de 3 bars, puis un refroidissement de 45°C par
la circulation d’'eau afin d éviter un choc thermique. L’ émulsion, ainsi produite, atteint une
température de 22°C et de 13°C en passant dans un premier puis un deuxieme cylindre de
refroidissement a fréon respectivement. La stabilité finale du produit est obtenue par la
cristalisation. L’émulsion cristallisée est acheminée par la trémie jusgu’ au malaxeur. Cet
appareil va désaérer et malaxer le mélange en lui donnant consistance, souplesse et

homogeénéite.

Les margarines ainsi produites ont une température de 20,8°C et sont conditionnées dans
des barquettes en plastique et stockées au réfrigérateur a une température de réfrigération (9-
10°C).

Te : 45+3°C Bac d’emulsion Pompe Pasteurisateur
80°C
Rot : 60 trs/min (30kg)
EDC (45°
1 kg/min C C (45°C)

JL

Refroidisseur Refroidisseur

Cristallisateur afréon (Cp) /‘— afréon (Cy)
13°C N 22°C
300 trg/min 300 trs/min
. \
M al axeur Conditionnement Stockage
) 20,8°C ) au refrigérateur

C; : premier cylindre de refroidissement
C, : deuxiéme cylindre de refroidissement
EDC : échangeur de chaleur

/

Figure 5. Procédé de |a fabrication de la margarine dans la chaine pilote

26



Matériel et méthodes

Les margarines élaborées feront I’objet d'une caractérisation physico-chimique, de test
de Schaal et de test de Rancimat pour apprécier leur résistance al'oxydation.
Une margarine sans Tocoblend et sans huiles essentielles est éaborée en paraléle afin de

servir de témoin négatif des tests de résistance al’ oxydation.

V- Caractérisation physico-chimique des margarines

IV-1- Détermination delateneur en eau et des matieresvolatiles (Wolff, 1968)
e Principe

Le principe est basé sur la perte a I’éuve a 105°C de la margarine méangée avec du
sable.

e Modeopératoire

- Peser 5 g de margarine dans une capsul e contenant 20 g de sable purifié;

- Introduire la capsule et son contenu dans une éuve réglée a 105 °C pendant 30 mn ;

- Sortir lacapsule et lalaisser refroidir dans un dessiccateur puisla peser ;

- Répéter |'opération (séchage, refroidissement et pesee), jusgu'a obtention d'un poids
constant.

e EXxpression desrésultats

Lateneur en eau et en matiéres volatiles est déterminée par laformule suivante :

P x 100
Eau et matiérevolatiles% =
P2
Soit P; : pertedepoidseng;

P, : poidsdelaprised essa eng.
|V-2- Détermination du gras et du non gras (Wolff, 1968)
e Principe

Les deux parties grasses et non grasses sont séparees grace a une extraction par solvant et

leur poids est calculé apres sechage al’ éuve réglée a 105°C.

e Modeopératoire
- Peser 5 a 10 g de margarine dans une capsule en porcelaine et porter le tout dans une
étuve réglée a 105 °C pendant 1 heure;

- Filtrer atravers un filtre préalablement séché et taré ;
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- Laver lefiltre avec une solution d'éther éthylique ;

- Porter lefiltre dans une étuve a 105 °C pendant une demi-heure;
- Refroidir dans un dessiccateur puis peser ;

- Répéter I'opération jusqu'al’ obtention d’ un poids constant.

e Expression desrésultats

Lateneur en non gras exprimée en % est donnée par laformule suivante:

P,—P;
NG% = — X 100+ % eau
P
Soit NG (%) : teneur de non grasen %

P, : Poidsdufiltrevideeng;
P,: Poidsdufiltreaveclerésidueng;
P : Masse delaprisedessai en g.
Lateneur en gras exprimée en % est donnée par laformule suivante:
G% =100-% NG

NG (%) : teneur de non grasen %

G (%) : teneur de grasen %
IV-3- Détermination delateneur en acidesgras par CPG (NF EN 1SO 5508, 1995)

e Principe
La chromatographie directe des corps gras n'est pas toujours possible en raison de:

- leurstempératures d'ébullition trop élevées;

- leursinstabilités thermiques.

La transformation chimique des acides gras constituants le corps gras en esters
méthyliques permet d'abaisser leurs températures d'ébullition et d'obtenir des dérivés
thermostabl es.

e Modeopératoire

> Obtention des esters méthyliques par la méthode directe (NF EN 1SO 5509, 2000)
Peser 0,5 g de corpsgras;

- Dissoudre dans 5ml d’hexane;

- Ajouter 0,5ml de solution KOH méthanolique (1,3g dans 10ml de méthanal) ;

- Agiter 30 secondes;
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- Fairelacentrifugation a 3000 trs/min pendant 5minutes ;

- Prélever avec une pipette Pasteur 1 a 2 gouttes de surnageant ;
- Ajouter 1ml d'hexane puisinjecter.

» Conditionsd'injection

- Détecteur FID ;

- Gaz vecteur ; N2 avec un débit de 45ml/mn

- Température del'injecteur : 250 °C ;

- Débit de Hz: 40ml/mn ;

- Déhitdair : 450ml/mn

e EXpression desrésultats

Les acides gras sont identifiés par leurs temps de rétention par rapport a un
chromatogramme de référence d'un mélange standard d'esters méthyliques de composition et

concentration connues.
IVV-4- Détermination du pH (AFNOR, 1982)
e Principe

Le pH est déterminé directement sur la phase agueuse, aprés sa séparation du produit, a
I’aide d’un pH-métre.

IV-5- Détermination del’indice de peroxyde (AOCS, 1987. In Laiaet al., 2000)

e Principe

Le principe repose sur le traitement d' une prise d'essai en solution dans un mélange
d’acide acétique et de chloroforme, par une solution d'iodure de potassium (KI). L’'iode
libéré est titré par la solution de thiosulfate de sodium (NaS,03) en présence d’amidon

comme indicateur de couleur.

e Modeopératoire
- Peser 3 gdemargarine dansunefiole coniquede 250 ml ;
- Ajouter 10 ml d'acool éthylique et dissoudre le corps gras;;
- Ajouter 20 ml d'acide acétique et 1 ml de solution d'iodure de potassium ;
- Boucher aussitét la fiole; agiter énergiquement pendant 1 mn et laisser a l'abri de la
lumiére pendant 5 mn ;

- Rincer le bouchon avec de petites quantités d'eau distillée ;
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- Titrer lasolution par le thiosulfate de sodium a 0.01N jusqu'a apparition d'une coloration
jaune pae;

- Ajouter 1ml de solution d'amidon (la coloration devient bleu) et continuer le titrage
jusqu'a décoloration totale ;

- Fairepardlélement un ablanc dans les mémes conditions mais sans le corps gras.

e Expression desrésultats

L’indice de peroxyde en milliéguivalent d’ O,/kg est calculé selon I’ équation :
V-Vo
Indice de peroxyde = -------- x 1000
P
Ou:
V : est le volume de thiosulfate de Na de I’ échantillon ;
Vo : est le volume requis pour titrer le blanc ;

P : estlaprised essa en grammes.
IV-6- Détermination du point defusion (AOCS, 1997. In Soares et al., 2009)
e Principe

Le principe repose sur le chauffage d’ un tube capillaire contenant une prise d dela

margarine dans un bain marie et la notation de la température de fusion.

e Modeopératoire

- Introduire un tube capillaire propre, dans I’ échantillon de margarine et le remplir sur
une hauteur de2 cm;

- Refroidir le tube capillaire et son contenu au congélateur pendant 20 mn ;

- Attacher ce tube & un thermomeétre et introduire I'ensemble dans un bécher contenant
de I'eau ayant une température inférieure de 10 °C environ de latempérature de fusion
présumeée ;

- Chauffer le bécher de facon que latempérature séleve d'environ 0.5 °C par minute, en
surveillant le moment ou le corps gras commence a monter dans le tube capillaire ;

- Lire cette température.
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IV-7- Détermination de taux de solide SFC (Solid Fat Content) (Wolff, 1968)

e Principe

Consiste a déterminer le taux de solide dans la matiére grasse a une certaine température,
réaisé par RMN (Résonance Magnétique Nucléaire). Ce taux exprimé en pourcentage,
constitue une caractéristique physique importante influencant beaucoup les propriétés

technol ogiques et sensorielles des corps gras : latexture.

e Modeopératoire

- Fairefondre lamargarine dans un bécher a 70°C ;

- filtrer sur un papier filtre préalablement séché ;

- remplir trois tubes propres et secs a 2cm et les mettre dans un bain marie: 15 mn a
100°C ; 05 mn a60°C ; 60 mn a 0°C respectivement ;

- placer lestubes dans|’ appareil RMN et lirelapremiere valeur en % a5 °C;

- réchauffer les tubes dans le bain marie 30 mn &10°C (2°™ |ecture), puis 30 mn &15°C
(3°™ |ecture) ;

noter les valeurs de SFC chagque 30mn a des températures différentes. Ensuite tracer

la courbe de SFC (%) en fonction de latempérature (°C).

V- Evaluation de la stabilité oxydative de la margarine
V-1- Test de Rancimat

Le test au Rancimat a été reconnu comme une méthode officielle a |'échelle
internationale (Norme ISO 6886) et par de nombreux pays tels que les Etats-Unis
d’ Amérique, le Japon et la Suisse (1SO 6886, 2006 ; Rahmani, 2007).

e Principe

Passage d'un courant d’'air purifié a travers |’échantillon porté a une température
spécifiée. Les gaz dégagés au cours du processus d’ oxydation sont entrainés par |’ air dans une
fiole contenant de I’eau distillée dans laguelle est immergée une électrode de mesure de la
conductivité. L’ électrode est connectée a un dispositif de mesure de I’ enregistrement. La fin
de la période d'induction est indiquée lorsque la conductivité se met a augmenter rapidement.
Cette augmentation accél érée est provoguée par |’ accumulation d’ acides gras volatils produits
au cours de |’ oxydation (1SO 6886, 2006) (Annexe 4). Le test au Rancimat offre I’ avantage de
suivre plusieurs échantillons en parallele, avec des durées d’ analyse réduites (Aparicio et al.,
1999).
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Cependant, de part les conditions drastiques d’ oxydation (haute température, bullage
intensif d’air), cette méthode ne permet pas de déterminer la stabilité des corps gras a
température ambiante mais elle permet de comparer |’ efficacité des antioxydants gjoutés aux
corps gras (Judde, 2004 ; Benakmoum &t al., 2008).

e Modeopératoire

- Monter I’ appareillage conformément alafigure 6 ;

- Fixer lapompe a membrane pour gaz et régler le débit a201/h ;

- Amener le bloc chauffant a la température voulue (en général 100- 120°C) a I’aide
d'un thyristor et du thermomeétre a contact ou al’aide d’un régulateur électronique. La
température doit é&tre maintenue constante a +0,1°C prés pendant ladurée d’' essai ;

- Remplir les cellules de mesure de 50 ml d’'eau ditillée a I’aide d’une pipette de
mesure ;

- A I'aide d'une pipette, peser, a 0,01g prés, 3g de I’échantillon conditionné et les
introduire dans le flacon d’ oxydation al’ air.

- Mettre en marche la pompe a membrane pour gaz. Relier le tube d arrivée et |e tube de
sortie d’air aux flacons d’ oxydation al’air et aux cellules de mesure al’ aide des tubes
de raccordement ;

- Introduire le flacon d’ oxydation aI’air muni de son bouchon hermétique dans le trou
percé a cet effet dans le bloc chauffant, qui doivent étre tous deux a la température
requise. Il convient de réaliser aussi vite que possible ces deux derniéres étapes de
préparation. Démarrer ensuite immédiatement |’enregistreur automatique des
données;;

- Arréter les mesurages au moment ou le signal a atteint 100% de |'échelle de
I’ enregistreur, généralement 200uS/cm.

e Expression desrésultats

Le matériel disponible dans le commerce permet un calcul automatique de la période

d’induction, en utilisant le maximum de la seconde dérivée de la courbe.
Nous pouvons procéder a un calcul manuel en suivant les étapes suivantes :

- tracer la tangente optimale le long de la premiere partie modérément ascendante de la
courbe;

- tracer latangente optimale le long du haut de la partie fortement ascendante de la courbe ;

32



Matériel et méthodes

- déterminer la stabilité a I’oxydation en relevant la durée correspondante au point
d intersection des deux droites (période d’induction) ;

- exprimer lastabilité al’ oxydation en heure, a0,1h prés.

[y
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\

1 Filtreaair

2 Pompe a membrane pour gaz
3 Flacon d’oxydation al’air

4 Cellule de mesure

5 Electrode
6

7

8

Appareil de mesure et d enregistrement
Thyristor et thermomeétre a contact
Bloc chauffant

Figure 6. Représentation schématique de |’ appareillage du test de Rancimat (1SO 6886, 2006)

L'activité antioxydante relative est exprimée par le facteur de protection (pf), qui est
calculé en divisant la période d'induction (Pl) de la margarine contenant un des échantillons

étudiés par la période d'induction de la margarine sans échantillons (Murciaet al., 2002).
V-2- Méthode al’ éuve (Test de Schaal)

Letest consiste a oxyder lamatiére grasse dans une étuve a 30°C. La mise en évidence de
I’ oxydation est montrée par la mesure de I’indice de peroxyde sur des prélevements faits une
fois par semaine (Wolff, 1968). Cette méthode présente |’avantage de se rapprocher des
conditions réelles de stockage (Anwar et al., 2006. In Zidani, 2009).

VI- Métrologie sensorielle

Les métrologies sensorielles connaissent, depuis une vingtaine dannées, un

dével oppement indiscutable. Ce développement est di alafois a une réflexion des industriels
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de I’agroalimentaire qui veulent connaitre les produits qu’ils mettent sur le marché et a une
demande des entreprises de la grande distribution qui veulent s assurer que les produits qu'ils
commercialisent sous leur propres marques ont des caractéristiques qui les distinguent des (ou
qui les font ressembler aux) produits leaders. Il a été soutenu par |e progres des connaissances
et par I’ offre de méthodes standardisées (Quannari et al., 1997).

L'analyse sensoridlle a pour but dévoquer, mesurer, anayser et interpréter les
caractéristiques d’ un produit telles qu’ elles sont percues par les organes de sens (Meilgaard et
al., 1987 ; SSHA, 1998 ; ACTIA, 1999. In Daudin et Duby, 2002). A ctté de cette analyse qui
a un caractere analytique, il existe des épreuves a caractere hédonique dont la vocation est
d’ évaluer |’ acceptabilité des produits et cerner les attentes des consommateurs. Ces dernieres
épreuves font appel a un panel  de consommateurs (Daillant-Spinnler et al., 1997). L’ analyse
sensorielle s'intéresse au produit pour lui-méme, alors que I’ analyse hédonique s’ intéresse ala
maniére dont un produit est accepté par un groupe cible de consommateurs (Quannari et al.,
1997).

L'analyse a été faite par le personnel de la margarinerie de Cévital dont deux sont
spécialistes au service marketing, ils contrélent chague début de semaine les produits
élaborés, deux travaillent dans le laboratoire de recherche et développement du méme
service; ils sont responsables de la formulation des recettes, et le reste (21 sujets) travaille
dans la filide de la margarinerie. En paralléle, nous avons réalisé les épreuves a caractére
hédonique en utilisant 09 échelles de notation (01 : Extrémement désagréable et 09 :
Extrémement agréable) dans lesquelles les assesseurs ont évalué les différents

caractéristiques. odeur, couleur, texture et golt (Annexe 5 et 6).

VI1I- Analyse statistique

Les résultats d’ analyse sont exprimeés par des moyennes plus ou moins écarts type. Les
calculs sont faits al’aide de logiciel Excel version 2007. Les valeurs de EC50 (concentration
efficace a 50%) sont calculées par la méthode de régression linéaire a partir de la courbe [%
inhibition = f (concentrations)].

Les résultats ont éé comparés par le test ANOVA et le test Student avec un seuil de
signification o = 0,05.
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RESULTATSET DISCUSSION
1-Taux d"humidité

Les végétaux sont connus par leur richesse en eau, €lle présente une partie majoritaire de

leur composition.

Les analyses du zeste de Citrus limon ont révélé un taux d’ humidité important 67,7 % +
1,153%. Cela signifie plus de la moitié du poids de zeste frais de citron est constituée par
I’ eau. Le reste représente la matiére seche (Figure 7).

[

teneur en matiére seche

i taux dhumidité

Figure 7. Taux d" humidité de zeste du citron

2- Rendement d’ extraction en huiles essentielles

Les huiles essentielles ont éé extraites par expression a froid (HE;) et par
hydrodistillation (HE). En se référant a la bibliographie, en plus de I’ origine de la plante, le

mode d’ extraction influe sur le rendement en huile essentielle (Laurent et Delerme, 2008).

Le rendement en HE; est moins important que le rendement en HE, équivaent
respectivement a 1,02% + 0.036% et 2,18% + 0.051% (Figure 8). Au seuil o = 0.05, les deux
rendements présentent une différence significative, cela confirme que le mode d’ extraction a

un impact sur le rendement.

L’intervention de la chaleur dans |’ extraction par hydrodistillation a facilité I’ éclatement

des poches sécrétrices ce qui expligue cette différence en rendements (Bachelot et al., 2006).

Donc du point de vue quantitatif, il est intéressant de procéder a I’ extraction des huiles

essentielles de citron par hydrodistillation
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Rendement %

[

HE1

T
m
N

Figure 8. Rendement en huiles essentielles
3- Cinétique d’ extraction de HE;

La cinétiqgue dextraction de I'huile essentielle de zeste de Citrus limon par
hydrodistillation indique une augmentation du rendement en huile de 0,11% +1,001% a
2,10% + 0,891% dans I'intervalle du temps de 15 a 180 minutes. Cette augmentation tend
versun palier de 2,18% + 0,051% aprés 210 minutes +1,54 minutes (Figure 9).
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Figure9. Evolution du rendement en huile essentielle de zeste de citron extraite par
hydrodistillation

A I'issu de ces résultats, il serait économiquement rentable de fixer la durée d’ extraction

de cette huile a 120 minutes (2 heures).
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4- Activité antioxydante des huiles extraites
4-1-Effet Scavenger du radical DPPH

L’ activité antioxydante de nos extraits exprime leur capacité a réduire les radicaux libres.
Elle est étudiée par laméthode au DPPH, ce radical libre présente une coloration violet fonce,
lorsqu’il est piége par les antioxydants, il apparait sous sa forme réduite de couleur jaune péle
(Figure 10) (Soares et al., 1997 ; Molyneux, 2004).

+ Antioxvdant-O"

NF NN ~= o~ + Antioxvdant-OH : ) ;;éxm,.»m P
Ne NH
oN.___No, ON__NO
xx‘:v""{ 1'.‘Q'_.--"'f
DPPH" (violet) DPPH (jaune)

Figure 10. Réaction d’ un antioxydant avec le radical DPPH (Molyneux, 2004)

La mesure de | absorbance (ou densité optique DO) est effectuée par spectrophotomeétrie
ab517nm. A partir des valeurs obtenues, nous avons calculé les pourcentages d’ inhibition qui
sont représentés dans lafigure 11.
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Concentration g/l
Figure 11. Variation du pourcentage d’inhibition du DPPH en fonction des concentrations de
I"HE;, de |"HE; et du Tocoblend.
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La figure 11 représente la variation du pouvoir antioxydant en fonction de la
concentration des huiles essentielles HE;, HE, ains que de celle du Tocoblend. Au seuil o =
0.05, nous avons remarqué qu'il n'y a aucune différence significative d’ effet antioxydant
entre les trois échantillons pour la concentration < 0,002 g/l, a partir de cette derniére et a une
concentration de 0,003 ¢/l, nous avons remarqué une différence significative entre le
Tocoblend et les deux huiles de Citrus limon qui elles ne présentent aucune différence
significative. A une concentration > 0,005 ¢/l, les trois échantillons se distinguent
significativement avec des efficacités d'inhibition du radicad DPPH différentes et
importantes.

Le tableau 2 représente les concentrations efficaces du substrat qui causent la perte de

50% de I’ activité de DPPH ainsi que |’ activité antioxydante rel ative.

Tableau 2. Concentration efficace (EC50) et puissance antiradicalaire (ARP) des huiles
essentielles de Citrus limon (HE,, HE,) et du Tocoblend du test au DPPH

Echantillon EC 50 (g/l) ARP

Tocoblend 0,0082 + 0,00036 121,95 + 0,7993
HE; 0,0044 + 0,0007 227,27 +1,7301
HE> 0,0054 + 0,00047 185,185 + 0,7468

Comme figurant dans le tableau 2, nos huiles essentielles sont des excellents antioxydants
naturels. Elles possédent des capacités de neutralisation de DPPH puissantes en les
comparants a celle du Tocoblend. Elles agissent a de faibles doses. En suivant I'EC 50 la

capacité de balayage de radical libre DPPH est classée dans |’ ordre : HE; > HE,> Tocoblend.

En se basant sur les résultats de cette étude pour comparer les deux échantillons (HE;,
HE_;), on peut dire que |’ huile extraite par hydrodistillation (intervention de la chaleur) a perdu

guelques principes actifs donnant plus d’ efficacité sur la neutralisation du radical DPPH.
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4-2- Cinétique delaréaction deréduction de DPPH

Pour se renseigner sur la vitesse de réduction du radical libre DPPH par le Tocoblend et
les huiles essentielles de Citrus limon (HE;, HE,), nous avons réalisé un suivi de la réaction
de réduction par mesure de |’ abaissement de I’ absorbance dans le temps (Figure 12). Nous
avons remarqué que lorsgu’on additionne le Tocoblend ala solution de DPPH, |’ absorbance
du mélange diminue trés rapidement vers une valeur basse de 0,262 et devient stable dans un
lapse de temps extrémement court (prés de 10 min), en la comparant a celle des huiles
essentielles qui diminue lentement. Nous avons remarqué aussi que |'huile extraite par
hydrodistillation (HE,) réduit plus rapidement le radical DPPH que I’ huile essentielle extraite
par expression a froid (HE;) mais avec une capacité moindre et une durée moins importante

(prés de 25min).

0,5 -
0,4 -
3 —— Solution DPPH
S 03 -
3 DPPH + tocoblend
P —
g 0,2 1 DPPH + HE,
< 0,1 - —— DPPH + HE,
0 T T T T T T T 1
0 5 10 15 20 25 30 35 40

Temps (min)

Figure 12. Cinétique de laréaction de réduction de DPPH par le Tocoblend et par les huiles

essentielles du Citrus limon

En fonction des résultats obtenus, nous pouvons dire que le Tocoblend posséde une
activité antioxydante moins importante que celle des huiles essentielles de Citrus limon ou
I’activité sera davantage augmentée avec le temps. Au seuil 0.05, le DPPH neutraisé
augmente de fagon significative lorsqu’ on prolonge le temps de contact ainsi que pour I’ huile
essentielle extraite par expression a froid et I’ huile extraite par hydrodistillation que pour le

Tocoblend.
4-3-Test de blanchissement du p-carotene
Dans ce test, I’oxydation de I’acide linoléique génere des radicaux peroxydes, suite a

I’ abstraction des atomes d’ hydrogene a partir de groupements méthylenes diallyliques de
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I’acide linoléque (Wanasundara et al., 1994 In Mighri et al., 2010). Ces radicaux libres vont
par la suite oxyder le p-caroténe hautement insaturé entrainant ainsi la disparition de sa
couleur rouge, qui est suivie spectrophotométriquement a 490 nm. Cependant, la présence
d’ un antioxydant pourrait neutraliser les radicaux libres dérivés de I’ acide linoléque et donc
prévenir I’ oxydation et |e blanchissement du B-carotene. La cinétique de blanchissement du -
carotene en absence et en présence des huiles essentielles et du Tocoblend et les pouvoirs

d'inhibition sont respectivement représentés dans les figures 13 et 14.

Absorbance a 490 nm

+ HE]
+
== HE,
—{— - Tocoblend
=>é= Controle (-)
0 T T T T — T 1
0 10 20 30 40 50 60
Temps (h)

Figure 13. Cinétique de blanchissement du -caroténe 4490 nm en absence et en présence

des antioxydants (Tocoblend, HE; et HE)).

D’ apres ces résultats, nous avons remarqué que le Tocoblend et les huiles essentielles
testées inhibent d’ une maniere efficace I’oxydation couplée de I'acide linoléque et du f3-
caroténe par rapport au contrdle négatif qui représente plus de 98% de la peroxydation (Figure
14). Les deux huiles HE; et HE, montrent la plus grande activité inhibitrice par rapport a celle
de Tocoblend. La différence d’ efficacité d’inhibition des trois échantillons (Tocoblend, HE;
et HE,) et de témoin négatif est apparue significative juste apres la premiere heure. Cette
différence n’ est pas significative entre les deux huiles et le Tocoblend qu’ a partir la cinquieme
heure. Apres cing heures et 46 minutes la différence entre les deux huiles essentielles de

Citruslimon (HE; et HE,) est significative (o = 0,05).
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Figure 14. Activité antioxydante des huiles essentielles de Citrus limon (HE;, HEy) et du

Tocoblend

Un extrait qui retarde ou inhibe le blanchissement du B-caroténe peut étre décrit comme
un piégeur de radicaux libres et comme un antioxydant primaire (Liyana-Pathirana et al.,
2006). Selon plusieurs auteurs, le test d’inhibition de I’ oxydation de I’ acide linol & que coupl ée
a celle du B-caroténe, parait trés utile comme un modéle mimétique de la peroxydation des
lipides dans les membranes biologiques (Ferreria et al., 2006).

Au seuil a = 0.05, nous avons noté qu’il y a une efficacité significativement différente
entre les deux huiles essentielles (HE1, HE,) et entre ces derniéres et le Tocoblend.

Tableau 3. Concentration efficace (EC50) et puissance antiradicalaire (ARP) des huiles
extraites (HE1, HE,) et du Tocoblend du test de blanchissement du -caroténe

Echantillon
EC 50 (g/) ARP
Tocoblend 0,0065 + 0,00520 153,84 + 0,0908
HE, 0,0031 + 0,0302 322,58 + 0,021
HE, 0,0047 + 0,00122 212,76 + 0,001

Le tableau 3 nous confirme les résultats précédents du test de neutraisation de DPPH
concernant le classement de la capacité d'inhibition de I oxydation (HE; > HE, > Tocoblend).

Nous avons remarqué aussi que la puissance antiradicalaire relative de tous les échantillons
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est plus importante dans ce test que le test de réduction de DPPH, cela est di a la puissance

élevée de ce dernier.
5- Caractérisation des margarines élabor ées
5-1-Caractéristiques physicochimiques

Les résultats de la caractérisation physico-chimique des margarines élaborées (margarine
avec le Tocoblend et margarines & huiles essentielles de Citrus limon HE;, HE;) sont
représentés dans le tableau 4.

Tableau 4. Caractéristiques physico-chimiques des margarines élaborées

Teneurs
Parameétres
Margarine | Margarinea | Margarinea
témoin HE; HE,

Teneur en eau et en matiéresvolatiles (%) | 15,72+ 0,153 | 15,98 + 0,098 | 16,02 + 0,102
Teneur en non gras (%) 21,83+0,046 | 21,70+ 0,133 | 22,09 + 1,011
Teneur en gras (%) 78,17 +1,270 | 78,30+ 0,065 | 77,91 £+ 0,009
pH 4,7 £ 0,001 4,8+ 0,001 |5+0,002
I ndice de per oxyde (meg/kg) 197+0,019 |189+1,123 |192+1,141
Point de fusion (°C) 37+0,001 37,2+ 0,001 | 37+0,001

La composition en matiere grasse et en eau des margarines éaborées correspondent aux
critéres fixés en amont de leur fabrication, criteres de type margarine a tartiner. L’indice de
peroxyde rend compte de l'altération des corps gras par oxydation, inconvénient majeur
touchant essentiellement les acides gras insaturés (AGI). Nos produits présentent un indice de
peroxyde moyen de 1,90 + 1,132 meq O./kg, valeur inférieure a 5 még/kg, maximum requis
par les normes (Karleskind, 1992). Le point de fusion moyen obtenu est de 37 °C, correspond
a celui choisi pour la recette retenue. Il doit étre fixé de maniére a ce que la margarine soit
fondante dans la bouche mais aussi plastique a température ambiante pour supporter le travail

mécanique lors de la tartinabilité.
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Nous avons noté aussi que pour tous les paramétres physico-chimiques et au seuil a =

0.05, aucune différence significative entre les trois margarines n’ a été constatée.
5-2- Composition en acides gras des margarines élabor ées

Le tableau 5 représente la composition en acides gras de I'une des trois margarines
élaborées. Nous avons choisi au hasard |la margarine a huile essentielle de Citrus limon
extraite par expression a froid. Cela est justifié par la différence non significative de leurs

compositions.

Tableau 5. Composition en acides gras de lamargarine a HE;

Formuled’AG Nom commun Teneur en %
C8:0 Acide caprylique 0,388
C10:0 Acide caprique 0,373
C12:0 Acide laurique 5,117
Cl4:0 Acide myristique 2,258
C16:0 Acide pamitique 24,962
C18:0 Acide stéarique 2,991
C18:1 Acide oléque (n 9 cisoléique) 24,839
C18:1 Acide oléique (n 7 cisoléique) 0,632
C18:2 Acide linoléique 31,098
C18:3 Acide linolénique 0,000
C20:0 Acide arachidonique 0,317
C20:1 Acide eicosanoique 0,000
C22:0 Acide béhénique 0,333
Autres non identifiés / 6,686

La composition en acide gras refléete la teneur en acides gras des huiles végétales utilisées
(huile de tournesol, huile de palme, huile de pame hydrogénée et huile de coprah
hydrogénée). La présence des acides caprylique, caprique, laurique et myristique a des teneurs
de 0.388, 0.373, 5.117 et 2.258% respectivement proviennent de I huile de coprah. L’acide
pal mitique présente une teneur de 24.962 %, celle-ci provient de I’ huile de palme entrant dans

larecette de notre margarine.
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L’huile de pame renferme des teneurs importantes en acides stéarique, oléique,
linoléique, et des traces de I'acide linolénique. L'acide oléique savére avec une teneur
importante (25.471%) dans notre margarine. De récentes études ont démontré que les régimes
alimentaires riches en acide oléque sont associés a une diminution des LDL-cholestérol dans
le plasma sanguin, et peuvent réduire donc, I'incidence des maladies cardiovasculaires (Anwar
et al., 2006 In Zidani, 2009).

L’ acide linoléique est I’ acide prédominant avec une teneur de 31.098 %, ce paramétre
est important dans classification des margarines. Selon Ovesen et al. (1998) et Karabulut et
Turan (2006), les margarines peuvent étre classées en trois catégories en fonction de leur
teneur en acide linoléique :

- lesmargarines hard (dures) contenant moins de 20 % d'acide linoléque ;
- lesmargarines semi soft (demi-molles) contenant 20 a 40 % d’ acide linoléique ;
- lesmargarines soft (molles) contenant plus de 40 % d’ acide linol é que.

En se référant a cette classification, notre margarine est dite demi-molle.

Lestransisomeres des Cig: 1, Cig: 2 €t Cyg: 3 sont un effet indésirable de I'hydrogénation,
ils ne sont pas mis en évidence dans cette analyse. Ceci est d(i aux conditions de |'analyse par

CPG qui ne sont pas appropriées aleur séparation et identification.
Le tableau 6 récapitul e des teneurs comparées en différentes classes d’ acides gras.

Tableau 6. Teneurs comparées en différentes classes d’ acides gras (en %) de lamargarine a

huile essentielle de Citrus limon extraite par expression afroid

Classed’acidesgras Teneur en %
AGS 36,422
AGMI 25,471
AGPI 31,098
AGI 56,569
AGI/AGS 1,553

La margarine ains analysée (a HE;) contient 56.569 % d’acides gras insaturés (AGI)
dont 25.471 % sont des acides gras monoinsaturés (AGMI) et 31.098 % sont des acides gras
polyinsaturés (AGPI). Cette composition apporte les acides gras essentiels (AGE).
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Le rapport AGPI/AGS de notre margarine est de 0.85, il est conforme aux
recommandations des nutritionnistes qui est de l'ordre de 0.8 (Karleskind, 1992).

5-3-Analysedelatexturepar RMN (SFC)

L’indice SFC se rapporte au pourcentage des matieres grasses qui sont solides a des
températures différentes. Les résultats obtenus sont présentés dans la figure 15.

SFC (%)
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Figure 15. Indice SFC de lamargarine témoin et des margarines a huiles essentielles de
Citruslimon (HEz, HEy)

Le SFC est un facteur essentiel a déterminer car il est responsable de plusieurs
caractéristiques du produit, y compris son aspect général, exsudation d'huile et propriétés
organoleptiques (Noor Lida et al,. 2002). Pour les margarines a tartiner, le SFC ne doit pas
dépasser 40% a 5°C et pas plus de 6% a 37°C (De Greyt et Huyghebaert, 1993) ou pas plus de
32% a10°C (Charteris et Keogh, 1991).

D’apres les résultats obtenus, nous pouvons dire que les margarines éaborées sont
plastiques et faciles & tartiner. A 37 °C, I'indice de SFC est inférieur & 6% et donc les
margarines fondent facilement dans la bouche. Auss, il faut noter qu’a 95% il n'y a aucune
différence significative entre ces margarines concernant ce parametre, indicateur de texture, et

celapour les différentes températures.
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5-4- Stabilité oxydative de la margarine
5-4-1- Test de Rancimat

La stabilité oxydante est un parametre important en évaluant la qualité des corps gras, car
elle donne une bonne évaluation de leur susceptibilité a la dégénération oxydante ; la cause
principale de leur changement (Aparicio et al., 1999).

Les courbes mentionnées dans la figure 16 représentent les résultats de la stabilité a
I’ oxydation des margarines au Tocoblend, a I’ huile essentielle de Citrus limon extraite par
expression a froid (HE;) et a I'huile essentielle extraite par hydroditillation (HEy)

respectivement.

A I"issu de ces résultats, nous pouvons dire que le processus d’ oxydation se fait en deux

périodes :

> La premiere: période d'induction; se caractérise par une faible absorption de
I’ oxygene pendant lagquelle les peroxydes se forment ;

» La deuxiéme: détérioration d’odeur et de flaveur ; se caractérise par une absorption
rapide de I’oxygéne pendant laguelle les peroxydes non seulement se forment mais se
décomposent ensuite sous I’ effet d une température élevée. Au cours de cette période, se
forment des produits tels que les aldéhydes, les cétones et |es acides gras a chaine courte. Ces
substances sont al’ origine d’ une atération de I’ odeur et de laflaveur.

A partir des courbes de conductivité (Figure 16), le temps d’induction des margarines au
Tocoblend, al’HE; et al’HE; est respectivement équivalent 2 3.76 h, 6.42 h et 6.31 h. De I3,
nous pouvons dire que la margarine a I’'HE; est la margarine qui a présenté la meilleure
résistance a I’ oxydation forcée par rapport aux deux autres, et que celle a I’'HE, a mieux
résistée que celle au Tocoblend. Aussi il faut noter qu’il y a une différence significative entre
les temps d’'induction des deux huiles et celui du Tocoblend. Par ailleurs, aucune différence

significative entre les temps d’induction des deux huiles n’ a été constatée.
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Figure 16. Courbes de conductivité de lamargarine au Tocoblend (A), al’HE; (B) et al’HE; (C)

Le tableau 7 représente le facteur de protection (Fp = activité antioxydante relative) du
Tocoblend et des huiles essentielles HE; et HE, sachant que la période d'induction de la

margarine sans Tocoblend et sans huiles essentielles est de 2,05 h.
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Tableau 7. Facteurs de protection (Fp) du Tocoblend et des huiles essentielles de Citrus

limon gjoutés aux margarines élaborées

Echantillon Pl (h) Fp (AAR)

Tocoblend 3,76 = 0,055 1,83+ 0,030
HE; 6,42 + 0,041 3,13+ 0,020
HE, 6,31+ 0,02 3,07+ 0,010

Par comparaison de I'efficacité de résistance a |'oxydation forcée et de I'activité
antioxydante relative, nous pouvons mettre en ordre croissant |’ effet antioxydant de nos

huiles et du Tocoblend additionnés aux margarines comme suit : HE; > HE, > Tocoblend.
5-4-2- Test de Schaal

Lavariation de I’indice de peroxyde en fonction de la durée de stockage, est illustrée par
lafigure 17.

Les vaeurs de I'indice de peroxyde au moment d éaboration des margarines se
présentent comme suit : 1.97 méq d’ O, / kg pour la margarine au Tocoblend, 1.89 méq / kg
pour lamargarine al’ huile essentielle de Citrus limon extraite par expression a froid (HE;) et
1.92 méq d'O./kg pour la margarine a |"huile essentielle de Citrus limon extraite par
hydrodistillation (HE;). Ces résultats demeurent acceptables (< 5meg/kg) (Karabulut et
Turan, 2006). Laformation des peroxydes a partir des acides gras insaturés dépendrait de leur
libération lors de I hydrolyse, ce qui explique son augmentation.

A I'issu de ces résultats, nous avons remarqué que I’ indice de peroxyde a atteint son seuil
limite d altération (5 meg/kg) & partir de la 6™ semaine pour la margarine & huile essentielle
extraite de Citrus limon par expression a froid, a partir de la 5™ semaine pour la margarine a
" huile essentielle extraite par hydrodistillation et seulement & partir de 1a4*™ semaine pour la
margarine au Tocoblend. Aussi hous avons noté qu'il n'y a pas de différence significative
entre I'indice de peroxyde des trois margarines apres la premiére semaine et entre les deux
margarines & I’ huile essentielle (HE;, HE,) aprés la 4°™ semaine. Au-dela de ces périodes

une différence significative a été constatée.
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Figure 17. Variation de I'indice de peroxyde en fonction du temps de stockage, des

margarines au Tocoblend, aHE; et aHE;

Nous avons remarqué aussi la diminution de la teneur en peroxyde de la margarine au
Tocoblend, & I'HE; et & I'HE; respectivement a partir de la 6™, la 8™ et la 9™ semaine.
Cela peut étre expliqué par la décomposition des peroxydes sous |’ effet de la température en
aldéhydes, cétones et acides gras a chaine courte.

En se référant a ces résultats, nous pouvons dire que les margarines a I’ huile essentielle
ont mieux résisté a la peroxydation que celle au Tocoblend, et que la margarine a I'HE; est
mieux protégée contre I’ oxydation que celle & I’'HE,. Cela nous permet de classer |’ ordre
d efficacité antioxydante comme suite: HE; > HE, > Tocoblend. Ces résultats concordent
avec le classement constaté dans le test au DPPH°, dans le test de blanchissement de B-

carotene et dans le test de Rancimat.
6- Métrologie sensorielle
6-1- Analyse sensorielle

Les résultats de I’ analyse sensorielle (arbme, couleur, texture et saveur) des margarines

élaborées sont représentés dans les figures 18, 19, 20, 21.

Ech 1 : margarine au Tocoblend
Ech 2: margarine aHE;
Ech 3: margarine aHE;
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Figure 18 : Résultats de I’ évaluation de |’ arbme
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Figure 19. Résultats de |’ évaluation de la couleur
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Figure 20. Résultats del’ évaluation de latexture
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Figure21. Résultats de |’ évaluation de la saveur

En se référant aux résultats obtenus, nous pouvons dire que I’ huile essentielle de Citrus
limon extraite par expression a froid a modifié légerement les caractéristiques (aréme et
couleur) de la margarine dans laguelle elle est additionnée. Par ailleurs, I’ huile essentielle de
Citrus limon extraite par hydrodistillation n'a pas influencé sur les caractéristiques

sensorielles étudiées.
6-2- Analyse hédonique

L’ échelle hédonique se compose d'un seul élément : le plaisir ou le déplaisir évoqué par
le sujet pour un aliment (Quannari et al., 1997).
Les résultats de I’ anal yse hédonique sont représentés dans les figures 22 et 23.
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Figure 22. Reésultats de I’ analyse hédonique de la saveur des margarines étudiées
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Figure 23. Résultats de I'analyse hédonique de la couleur, la texture et I’odeur des

margarines étudiées

A I'issu de ces résultats et par comparaison au caractéristiques de la margarine au
Tocoblend, nous pouvons constater que la margarine a |’ huile essentielle de Citrus limon
extraite par expression afroid et lamargarine al’ huile essentielle extraite par hydrodistillation

sont appréciées par |es assesseurs que soit pour la saveur, la couleur, latexture et I odeur.
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Conclusion

CONCLUSION

Le présent travail a pour objectif |I'exploitation des huiles essentielles de Citrus limon
(variété Euréka) et leur valorisation a travers leur activité anti-oxydante et leur prix moins
colteux en les comparants a un antioxydant artificiel importé (Ie Tocoblend) utilisé au niveau

delamargarinerie de Cévital.

A I'issu des résultats obtenus, I’ évaluation du rendement en huiles essentielles de Citrus
l[imon extraites par expression a froid (HE;) et par hydrodistillation (HEy) sont
respectivement : 1.02% et 2.18%. L’ activité anti-oxydante déterminée par le test de DPPH et
le test de blanchissement du p-carotene montre que les huiles essentielles extraites sont des
excdlents antioxydants naturels. Elles possedent des capacités de neutralisation de DPPH
puissantes et inhibent d’ une maniere efficace I’ oxydation couplée de I’ acide linoléque et du

[-caroténe en les comparants au Tocoblend.

L'essai de formulation des margarines de table additionnées d huiles essentielles de
Citrus limon a été expérimenté, en vue de substituer le Tocoblend. Les indices de
caractérisation des margarines élaborées (gras, non gras et point de fusion) s avérent
conformes a larecette préétablie. En outre, I’indice de degré d’ altération par oxydation (indice
de peroxyde) est conforme aux normes. L’analyse des acides gras par CPG a révélé la
présence des acides gras essentiels avec un rapport AGPI/AGS de 0.85, il est toutefois

conforme aux recommandations des nutritionnistes.

Les résultats de I'évaluation de la stabilité oxydative par les tests de Rancimat et
Schaal indiquent que les margarines a huiles essentielles de Citrus limon sont plus résistantes
gue celle au Tocoblend; la margarine a I'HE; est la plus résistante vis-a-vis I’ oxydation

forcée.

Suite aux appréciations de |a métrologie sensorielle, les margarines ains éaborées
présentent une texture homogene et facile atartiner. Elles sont beaucoup appréciées pour leur

saveur, leur texture, leur odeur €t leur couleur.
En perspective, il est souhaitable:

- d'étudier le pouvoir chélateur des métaux des huiles essentielles de Citrus limon
afin de substituer d’ autre additif ;
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d étudier les autres activités biologiques de ces huiles (activités antimicrobienne,
antifongique, €etc.) ;

d exploiter les écorces d’ autres agrumes comme les oranges pour éaborer autres
types de margarine ;

d appliquer ces huiles essentielles a d’ autres produits alimentaires en substitution a
des antioxydants artificiels comme le BHT (butyle hydroxy toluéne) et le BHA
(butyle hydroxy anisole)
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Fiche technique de Tocoblend

Annexes

vita >
< blend

Description:

Composition:

Specifications:
*  Appearance:

* Assay on 100%
tocopherol basis:

« Refractive index 2%

* Specific gravity (25°C):

Solubility:
Usage:

In-use concentration:
Shelf life:

Storage:
Packing:
Product code:
Legal status:
Tariff number:
Benzo-a-pyrene:
Allergens:

BSE status:
GMO status:

Labelling:
Kosher/Halal:

Vitablend Nederland bv
P.O. box 220

8470 AE Wolvega,

The Netherlands

Tel: +31.561.691.888
Fax:+31.561.614.501
www.vitablend.nl

PLEASE NOTE: this specification is provided for information purpeses only and should
not be relied upon a basis for product performance. It is suggested you evaluate the
product on at least a laboratory basis prior to its commercial usage. This specification
may be superseded by a later issue. Please consult your sales representative to
confirm you have the correct specification. NO WARRANTIES OF MERCHANTIBILITY
OR FITTNESS FOR A SPECIFIC USE OR PURPOSE, EXPRESS OR IMPLIED, ARE

MADE. These specifications are not intended to and shall not be construed to be
instructions or suggestions for use which may be in violation of valid patent rights.

Data Sheet

Tocoblend™ L70 IP

Tocoblend™ L70 IP is a natural food grade antioxidant containing
d-mixed tocopherols (70%) in sunflower oil.
Base material has been separated and controlled by IP handling in order to
avoid the contamination of GMO products.

Cas n% Einecs n%
70% £0.2% -
30% +0.2% 80071-21-6

Natural tocopherols:

Sunflower oil: 232-273-9

Slightly viscous, clear to slightly hazy brownish-red oil.

a-tocopherols: 11-21%
B-tocopherols: ;O- 563,; &%
Y-tocopherols: 20 -30 %

O-tocopherols:
1.493 - 1.499
0.920 - 0.960 g/ml.
Tocoblend™ L70 IP is soluble in fats and oils and insoluble in water.

Décantation des huiles essentielles

200 - 500 ppm.

Tocoblend™ L70 IP is stable for 24 months from the date of production when
kept under the below mentioned storage conditions in unopened original
packing.

Store in a cool and dry place (15°C - 25°C) in unopened original packing.
5, 10, 20 kg PE jerry can, 200 L metal drum or 1000 L IBC.

6572x (Last digit indicates packaging size).

EEC regulation 95/2/EEC.

29369019

< 1 ppb.

No labelling required according to Directive 2003/89/EC Annex llla.

vhile stirring, until the

Negative.

Identity preserved, no labelling required according to EC directives 1829/2003
and 1830/2003. :

E-306 (natural tocopherols)
Kosher: Organized Kashrus Laboratories (Circle K). Halal upon request.

Date; October 19", 2006
Version: 3.0
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Annexe 6

Bulletin del’analyse hédonique

Annexes

NOM: .. PIENOM
Saveur Note Echl Ech2 Ech3
Extrémement désagréable 1
Trés désagréable 2
Désagréable 3
Assez désagréable 4
Ni désagréable ni agréable 5
Assez agréable 6
Agrésble 7
Tresagréable 8
Extrémement agréable 9
Couleur Acceptable
Non acceptable
Texture 1
2
3
4
5
6
7
8
9
Odeur Acceptable

Non acceptable
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Bulletin del’analyse sensoridlle

NOM: v

Prénom: ...

1. Quéleest|’ardbme des margarines présentées ?

Annexes

Aréme

Echl

Ech2

Ech3

Beurre doux

Beurre + citron

2. Quelle est lacouleur des margarines présentées ?

Couleur

Echl

Ech2

Ech3

Jaune

Jaune foncée

3. Décrire latexture des margarines présentées.

Texture

Echl

Ech2

Ech3

Lisse

Homogene

Grumel eux

4. Décrirelasaveur des margarines présentées.

Saveur

Echl

Ech2

Ech3

Go(t du beurre

Go(t du beurre+ Go(t du citron

Go(t du citron
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RESUME

Ce travail s est concentré sur la valorisation des huiles essentielles de Citrus limon. Ces
derniéres ont été extraites par expression a froid et par hydroditillation, les rendements
obtenus sont  équivalents respectivement a 1.02% et 2.18% L’activité antioxydante des
huiles extraites a été éudiée par le test de DPPH®, ce radical puissant a été efficacement
réduit par I'HE;, par I'HE, par comparaison au Tocoblend. Ces résultats ont été confirmes
par le test de blanchissement du p-caroténe. Les deux tests nous ont permis de classer les
huiles essentielles de Citrus limon extraites parmi les antioxydants plus puissants par rapport
au Tocoblend.

L’essai de formulation des margarines de table additionnées d huiles essentielles de
Citrus limon a été expérimenté, en vue de les exploiter et de substituer un additif synthétique ;
le Tocoblend. Les caractéristiques physico-chimiques des margarines élaborées (gras, non
gras et point de fusion) s averent conformes a la recette préétablie. En outre, |'indice de
peroxyde est conforme aux normes. L’analyse des acides gras a éé faite par CPG, dle a
montré la richesse de nos margarines en acides gras essentiels avec un rapport AGPI/AGS de
0.85. L’ évauation de la stabilité oxydative est réalisée par les tests de Rancimat et Schaal, les
résultats obtenus ont montré que les margarines a huiles essentielles de Citrus limon étaient
plus résistantes que celle au Tocoblend et que lamargarine al’ HE; éait la plus résistante vis-

avis|’ oxydation forcée.

La métrologie sensorielle a été faite par les assesseurs de la margarinerie de Cévital et
indique que les margarines aux huiles essentielles obtenues sont considérées comme étant

homogenes, de couleur, de saveur et d odeur acceptables et appréciées.

Mots clés: huile essentielle, Citrus limon, expression a froid, hydrodistillation, activité

antioxydante, Tocoblend, margarine, oxydation forcée.



ABSTRACT

This work concentrated on the valorization of essential oils of Citrus limon.These last
were extracted by cold expression and by hydroditillation, the results gave outputs of 1.02%
and 2.18% respectively. The antioxydant activity of extracted oils was studied by the test of
DPPH, this powerful radical was effectively reduced by the HEL, the HE2 that by Tocoblend.
These results were confirmed by the test of whitening of p-carotene.The two tests have
enables to us to classify essential oils of Citrus silt extracted among antioxydants powerful
compared to Tocoblend.

The test of formulation of the margarines of table added with essentia oils of Citrus silt
was tested, in order to exploit them and to substitute a synthetic additive;Tocoblend. The
characteristics physicochemical of the elaborate margarines (fat, nonfatty and point melting)
prove to be in conformity with the preestablished receipt. Moreover, the peroxide index isin
conformity with the standards. The analysis of the fatty acids was made by CPG, it showed
the richness of our margarines in essential fatty acids with areport/ratio AGPI/AGS of 0.85, it
is however in accordance to the recommendations of the nutritionnists. The evaluation of
oxydative stability is carried out by the tests of Rancimat and Schaal, the results obtained
reported that the margarines with essentia oils of Citrus silt were more resistant than that to
Tocoblend and than that with the HE1 was most resistant opposite forced oxidation.

Sensory metrology was made by the assessors of the margarinery of Cévital and could
describe the margarines as being homogeneous, of color, savour and odor acceptable and

appreciated.

Key words: essential oil, Citrus limon, cold expression, hydrodistillation, antioxydant
activity, Tocoblend, margarine, forced oxidation.



