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INTRODUCTION

Introduction

Le fromage est un produit alimentaire qui renferme, en plus de sa teneur en eau,
plusieurs autres nutriments tels que les protéines, les glucides, les vitamines liposolubles et
surtout la matiére grasse, ce qui le rend sujette a différents types d’altérations microbienne et
physicochimiques. (Jeantet et al. 2006 ; St-Gelait et al. 2002).

Une altération de la qualité hygiénique de fromage met en cause la santé du
consommateur, cette altération est généralement invisible, elle est due a un développement de
microorganismes pathogeénes responsables d’intoxications alimentaires de gravités diverses.
Une autre altération de la qualité marchande du fromage modifie ses caractéristiques
organoleptiques (rancissement, altération du godt), cette altération bien que non dangereuse

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

L’oxydation de la mati¢re grasse est probablement la transformation chimique causant le
probleme majeur en technologie laitiere surtout dans le fromage en raison de sa teneur élevée

en matiére grasse (Collomb et Spahni, 1996).

La conséquence la plus perceptible de celle-ci est I’apparition d’odeurs désagréables qui
conduisent souvent au rejet du produit par le consommateur (Prior, 2003).
L’industrie alimentaire utilise les huiles essentielles pour rehausser le godt et aromatiser

les aliments (Aprotosoaie et al., 2010).

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

Plusieurs études ont été menées sur les activités biologiques des huiles essentielles de
Citrus sinensis, telles que ’activité antioxydante (Himed, 2011 et Hellal 2011) et I’activité

antimicrobienne (Hammer et al., 1999 ; Caccioni et al., 1998 ; Moreira et al., 2005).

Ces dernieres sont avérées un moyen trés prometteur pour pallier les risques

d’altérations causés par les microorganismes ou par I’oxydation des lipides.



INTRODUCTION

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

aromatique dans le fromage.

Notre travail de recherche est divisé en trois parties, la premiére partie est consacrée a
une synthése bibliographique sur le fromage et I’huile essentiel d’orange, dans la deuxieme
partie, nous avons adopté une démarche expérimentale qui porte sur la description des
matériels et méthodes utilisés, et la troisieme partie a été consacré a une analyse détaillée des

résultats et leurs discussion suivis d’une conclusion générale et des perspectives.



PARTIE BIBLIOGRAPHIQUES

Chapitre | : Généralités sur le fromage
I.1. Définition du fromage

Le fromage est le produit obtenu par coagulation du lait suivie d'un égouttage du
coagulum dont les qualités nutritionnelles et organoleptiques sont appréciées par 1’homme
dans tout le globe. La définition <« fromage > est réservée au produit fermenté ou non, affiné
ou non, obtenu a partir des mati¢res d’origines exclusivement laitieres (lait, lait partiellement
ou totalement écrémé, babeurre) utilisées seules ou en mélange et coagulées en tout ou en

partie avant egouttage. (Jeantet et al., 2006)

Figure 01 : Roues de fromage a pate dure (Ecolab, 2018)

1.2. Historique et origine des fromages :

D’aprés Fox et Mc Sweeney (2004) la découverte du fromage fut probablement le fait
du hasard, on n’en connait pas 1’origine précise, mais on sait grice a des découvertes
archéologiques qu’il se fabrique du fromage depuis les origines de 1’élevage, il y a environ
huit mille ans, dans le Croissant Fertile.

L’homme s’apercut que le lait qu’il entreposait coagulait et, qu’une fois sépare de son
sérum, le coagulum devenait une masse compacte qui pouvait sécher, et donc se conserver et
étre transportée.

L’acidification spontanée a I’origine de la coagulation entrainant du fait de sa lenteur une
remontee de la créme a la surface, les laits fermentes, le petit lait aigre, et le beurre furent sans
doute les premiers produits laitiers.

Les laits de brebis et de chévre furent apparemment les premiers laits transformes, les

ovins et les caprins ayant été les premiers animaux domestiques.



PARTIE BIBLIOGRAPHIQUES

1.3. Méthode générale de fabrication du fromage :

La transformation du lait en fromage comporte en générale quatre étapes (Brule et al.,

1997) :
+ La coagulation : modification physico- chimique entrainant la formation d'un gel sous
I'action d'acide lactique et/ou enzymes ;
 L’¢égouttage : séparation d'une partie de lactosérum conduit a 'obtention du caill¢ ;
* Le salage : incorporation du sel ;
« L’affinage : transformation biochimique de la caille sous l'action des enzymes.
Ces derniéres selon Brule et al., (1997), peuvent étre précédes par une opération de
standardisation du lait, qui comprend 1’ajustement du pH d’emprésurage pour faciliter la
coagulation du lait, I’ajout de minéraux, la réduction de la teneur en lactose, I’ajustement de la
teneur en matiere grasse et ou en protéines (Vignola, 2002).

Les laits n’ont pas la méme aptitude a la transformation fromageres, ils présentent un
certain nombre de caractéristiques différentes qui conditionnent leur aptitude a la
déstabilisation, nécessaire pour passer de 1’état liquide a 1’état solide ainsi que les propriétés

des coagulums (JEANTET et al., 2006).

LAIT
(vache, chévre, brebis)

COAGULATION
(ou caillage)
Le lait caille par acidification lactique
et/ou grice & un ajout de présure.

EGOUTTAGE
Le caillé est égoutté pour le séparer
du lactosérum (découpage, brassage,
+/- chauffage. pressage).

SALAGE
Dans la masse des grains de caillé,
en surface par salage 4 sec ou par
trempage dans un bain de saumure

MOULAGE
Le fromage est mis en moule
(tailles et formes variables).

AFFINAGE
Le fromage fermente et mirit en cave
daffinage dans des conditions de

température et d’humidité qui lui sont propres.
La durée varie selon les familles de fromages

Fromages Frais Fromages affinés

Figure 02 : Etapes de fabrication de fromage
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1.4. Classification des fromages :

La classification d’un fromage, tel que défini par les normes du codex alimentarius
CODEX STAN A-6-1978 peut étre accompagnee par des formules descriptives appropriées :
« Selon la fermeté (Formule 1) qui appartient a l'intervalle de 69 a 51 % d'ou la pate molle
évolue jusqu'a la pate extra dure, cette classification est portée selon la teneur en eau dans le
fromage dégraisse (TEFD).
« La deuxiéme classification (Formule 11) est classée selon la teneur de la matiére grasse par
rapport a I'extrait sec total.
« La troisieme classification (Formule 1) les fromages sont classes en trois catégories
différentes selon le type d’affinage du fromage, ces classifications sont mentionnées dans le
Tableau 1 :
Tableau 1 : Classification du fromage selon le codex alimentarius (selon la norme CODEX
STAN A-6-1978)

Formule 1 Formule 11 Formule 111
TEFD% Le présent | MGES% Le second Dénomination d’apres les
élément de élément de la | principales
la dénomination | caractéristiques
dénomination sera d"affinage
sera
<51 Pate extra dure | >60 Extras gras 1. Affiné :
49-56 Pate dure 45-60 Tous gras a- principa|ement en
surface
54-63 Pate demi | 25-45 Migras o
b-principalement dans La
dure masse.
61-69 Pate demi | 10-25 Quart gras
molle
> 67 Pate molle <10 Maigre 2. affiné aux
moisissures
a- Principalement en
surface.
b- Principalement
dans la masse.
3. Frais
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TEFD : Pourcentage de la teneur en eau dans le fromage dégraisse ;
TEFD = Poids de I’eau du fromage x100/ (poids total du fromage - matiere graisse du
fromage) ;
MGES : Pourcentage de la matiére grasse dans 1’extrait sec ;
MGES = La teneur en matiére grasse du fromage x100/ (poids total du fromage- eau dans le
fromage) ;

Le fromage est donc classé selon trois critéres successifs : sa teneur en eau dans la fraction
dégraissee, sa teneur en matiéres grasse dans l'extrait sec et son type d'affinage.
(Tableau dans Annexe 01)

I. 5. Le fromage fondu

1.5.1. Définition de fromage fondu :
On appelle fromage fondu et fromage fondu pour tartiner, les produits obtenus par la
fonte d’un fromage ou d’un mélange de fromage sous l’action de chaleur et d’agents

émulsifiants avec ou sans adjonction de constituants laitiéres ;NA5936., 1993

1.5.2. Différentes types de fromage fondu :

D’aprés Boutennier(2002), ces produits issus de fonte de fromages peuvent étre
regroupés en Cinque familles :
1.5.2.1. Fromage fondu de type bloc :

Le traitement thermique subi est modéré de maniére a conserver au produit fini une
élasticité marquée. Pour assurer sa stabilité, sa teneur en maniére séche est élevée et il est
fondu partiellement ou totalement a partir de citrate de sodium.
1.5.2.2. Fromage fondu type coupe :

Moins ferme que le bloc, il n’est pas pour autant tartinable. Il contient trois a quatre
points de moins de matiére séche que le précédent, ce qui le rend plus agréable a la
dégustation. L’¢élasticité, parfois recherché, n’est pas toujours souhaitable en raison de la
formation de fils qui rendent le conditionnement délicat sur les machines classiques
1.5.2.3.Fromage fondu tartinable :

C’est le processus de crémage qui permet en partie de régler la consistance du produit fini
et de lui conférer une certaine tartinabilité. Ces produits peuvent étre aromatisés et

conditionnes en emballage souple (portions) ou rigides (pots, banquettes, tubes).
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1.5.2.4. fromage fondu toastable (pour refonte) :

Originaire d’Amérique de nord, il se présente généralement sous forme de tranches
adaptés a une utilisation dans les cheeseburgers, les croque- monsieur ..... Ce produit doit
refondre rapidement sans carbonisation superficielle, comme une tranche d’emmental par
exemple, ce qui exige une préservation importante de la structure protéique des matieres
premieres.
1.5.2.5. Fromage fondu thermostable :

Issu d’une demande extréme- oriental, a I’inverse du précédent, c’est un fromage fondu
qui ne doit pas fondre lorsqu’on le soumet a une nouvelle source de chaleur. Il subit un
crémage trés poussé et les blocs obtenus sont découpés au japon puis incorporés dans des
plats cuisinés a base de Iégumes ou du poisson. Ces préparations peuvent étre appertisées et, a
des températures élevees, les cubes de fromage fondu doivent rester intacts apres la

stérilisation.

1.6. Composition et valeur nutritive :
1.6.1. Composition :

Selon (GILLIS et ECK, 1997) les fromages fondus sont de vrais batisseurs de
I’organisme avec leurs protéines, sels minéraux, vitamines et éventuellement de la matiere
grasse.
1.6.1.1. Eau :

L’activité biologique de I’eau est primordiale en alimentation. Puisqu’elle permet de
mettre en ceuvre une stratégie de protection des aliments en controlent les détériorations
physicochimiques, les activités enzymatiques et la multiplication des populations
microbiennes (Ramesh ,2011).
1.6.1.2. Protéines :

Les fromages fondus sont des aliments tres riches en protéines qui proviennent de la
cas¢ine. C’est le constituant principale de fromage qui établit la structure et donne le caractére
élastique de fromage, modifiée dont une partie importante se trouve dégradés et solubilisée en
oligopeptides et acides aminés sont influence d’une série d’enzymes différentes. La teneur en
acides aminés du fromage lui confere une valeur biologique extrément élevee (M. Mehmet
AK ,2003).
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1.6.1.3.Glucides :

Le lait de bovin contient le lactose environ 4,8%, sa concentration dans le lait est
indépendant de race (Gerrit S, 2003) ; Les fromages affinés sont pratiquement dépourvus de
glucides car la faible quantité de lactose restant dans le caille &pres égouttage est transformé
en acide lactique au cours de I’affinage (GILLIS et ECK ,1997).
1.6.1.4.Lipides :

Les lipides conditionnent 1’onctuosité de la pate fromage. Certains de ces acides gras sont
volatils et interviennent dans la formation de 1’arome, les lipides du lait (triglycérides,
phosphoglycériques, sphingicidés) se trouve dans le fromage sous forme émulsionnés ce qui
le rend plus digestives (GILLIS et ECK, 1997).
1.6.1.5.Vitamines :

Les fromages sont une source valable de la vitamine K les vitamines liposolubles telles
que les vitamines A, D, E et K.

La teneur des fromages en vitamines liposolubles essentiellement vitamine A et D
accessoirement vitamine E est directement liée a la richesse de ces derniers en lipide (Maria
S, 2007).

1.6.1.6.composition minérale :

La composition minérale du fromage est présentée dans 1’annexe 1.

Le sodium est apporté au fromage sous forme de chlorure de sodium. Ce dernier intervient
pour relever la saveur du fromage. On ’utilise aussi pour limiter la prolifération de certaines
moisissures indésirable et pour régler I’humidité. Une partie de sodium de fromage fondu

provient des sels de fonte, notamment du polyphosphate de sodium. (GILLIS et ECK, 1997)

- Le calcium des fromages est bien assimilé par I’organisme humain, Le taux de
calcium varie en fonction de la teneur en eau et du mode de fabrication (le fromage

fondu <150 mg pour 100 g de produit) ;

- Le phosphore, le potassium, le magnésium et les Oligo - éléments se trouvent dans le
fromage particuliérement le fondu sous forme de traces, sa teneur est en générale

inféerieur a 150 g ce qui correspond a la teneur du lait (Fredot, 2006).
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1.7.Valeur nutritive de fromage fondu stérile :

Le fromage fondu comporte toutes les caractéristiques nutritionnelles des produits laitiers
qui le composent. Il apporte a 1’organisme la majorité des nutriments essentiels a un bon
équilibre alimentaire.

Comme tous les produits laitiers, c’est une source importante de protéines et de calcium.
Du fait de sa conservation et des facilités d’exportation qu’il permet, il peut tre un aliment de
premiére importance pour les populations non laitieres. En outre, la présence de matiere
grasse sous forme bien émulsionnée et des protéines finement dispersés lui conférent une
efficacité nutritionnelle notamment digestible au moins égale a celle des composés de départ
(GILLIS et ECK, 1997).

1.8. Procedé de fabrication de fromage fondu :
Les procédés de fabrication de fromage se font comme suit (voir Annexe 02) :
1.8.1. Sélection de matiere premiére et contréle de qualité :

La sélection de maticre est fonction de la formule de produit que I’on veut obtenir. Toutes
les matiéres premicres sélectionnés feront 1’objet d’un contrdle rigoureux avant 1’utilisation
quant a leur composition physicochimiques, bactériologiques et leur caractéristiques
organoleptiques (GILLIS et ECK, 1997).

1.8.2. Ecroutage, découpage et broyage des fromages :

L’égouttage est réalisé traditionnellement par raclage ou brassage mais techniques
nouvelles apparaissent telles que les jets d’eau chaud sous pression par exemple.
Le broyage est une étape importante du traitement des matieres premieres, car il est
indispensable de dissocier finement les fromages pour obtenir un fromage fondu homogene
(GILLIS et ECK, 1997).

1.8.3. préparation de la formule
La préparation de fromage consiste ont :

. Pesée des matieres premieres : la principale matiére premiere des fromages fondus
est le fromage auquel on associe souvent d’autres produits laitiers. les fromages
appartient généralement aux pates pressées cuites ou non cuites, tout 1’art de la matiére
fondeur se trouve dans la sélection est le dosage harmonieux des matieres premiéres
(Amadou et Said Amer ,2002) ;
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. M¢élangé : aux maticres fromaggres et laitieres, on ajoute de I’eau et Sels de fonte,
puis on effectue un pré broyage de 1’ensemble pendant quelques minutes pour obtenir
un mélange prét a étre fondu, la réhydratation des poudres avant mélange est favorable
a I’obtention d’un mélange homogéne facilitant I’action des sels de fonte (GILLIS et

ECK, 1997).

1.8.4. Fonte proprement dite :

Des installations demies en continu ont ét¢ développées avec I'utilisation d’un cutter
assurant le préchauffage, suivi d’une cuve de mise en continu alimentant des échangeurs de
chaleur raclée ; la température atteinte sur ces installations permet d’obtenir une meilleure
valeur stérilisatrice. La stérilisation est suivie d’un pré refroidissement jusqu'a 80-90°c, puis

d’une étape spécifique de fonte : « le crémage » (GILLIS et ECK, 1997)

1.8.5.Crémage :

Cette étape est essentielle pour la fabrication des fromages fondus a tartiner en portion. En
effet, leur texture crémeuse suppose une déstructuration (peptisation) poussée, contrairement
aux fromages fondus en tranche ou en bloc. Bien que peu visqueux, ces produits sont des gels.
En effet contrairement aux fromages fondus en barquettes qui ne s’écoulent spontanément, les
portions doivent conserver leur forme au stockage (Gaucheron ,2004) ; L’importance de
« crémage » a une influence primordiale sur la texture finale du produit (Luquet, 1985).

1.8.6. Homogénéisation :

On peut éventuellement faire subir au produit une étape d’homogénéisation ; cette derniére
améliore la stabilit¢ de I’émulsion de la matiére grasse en diminuant la taille des globules
gras ; elle améliore la consistance, la structure, 1’apparence et ’onctuosité des fromages
fondus (GILLIS et ECK, 1997).

1.8.7. Conditionnement :

Le conditionnement des portions de fromage fondu a tartiner, s’effectue dans une feuille
en aluminium vernis sur les deux faces, la feuille est préformée par pression sur la machine
sous forme d’une coquille qui apres remplissage avec la pate fondue recoit un couvercle avant
I’accomplissement du scellage, le point de scellage se situe entre 60 et 70°c ce qui permet

d’utiliser la chaleur du fromage fondu comme énergie de scellage (Boutonnier, 2000) ;
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L’automatisation du conditionnement permet de réduire considérablement les risques de la

pate apres les opérations de pasteurisation ou de stérilisation (Luquet,1985).

1.8.8. Refroidissement et stockage :

Le refroidissement varié en fonction de produit ; il doit étre rapide pour les fromages
fondus a tartiner et préparation a base de fromage fondu et lent pour le blocs, un
refroidissement trop lent. On stocke les produits mis en carton dans des entrepdts dont la
température se situe autour de 10 a 15°C (GILLIS et ECK, 1997).

1.8.9. Conservation :

Le fromage fondu est un produit de langue conservation jusqu'a lan, conservation qui est
rendue possible grace au traitement thermique et a la présence de sels de fonte
(Gaucheron ,2004) ;

Selon Luquet(1985), certaines précautions €lémentaires doivent étre prises pour la
conservation, le transport et la distribution du fromage fondu, notamment en ce qui concerne
les pays chauds :

e Eviter ’écrasement par surcharge et mouillage, surtout I’lorsqu’il s’agit des boites en
carton.

e Eviter I’exposition au soleil et le stockage a une température, notamment le passage a
12°C.

e Eviter surtout le brusque changement de température, notamment le passage du froid

au chaud, ce qui provoque des condensations détériorant les emballages en carton.

Il. Additifs alimentaires :
I1.1. Sels de fonte :
Selon Mahaut et al., (2000), les sels de fonte agissent comme émulsifiants, ils sont
autorisés dans la limite de 3% du poids du produit fini, sont autorisés par la
Iégislation :
e Les polyphosphates de sodium
e Le citrate de sodium
e [L’acide citrique

Selon Molins (1991), le role des sels de fonte dans la fabrication de fromage fondu est :
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Solubilisation des protéines et séquestration du calcium : la capacité¢ d’un sel de fonte
a solubiliser la caséine dépend essentiellement de sa capacité a échanger le calcium du
produit laitier contre le sodium qui le contient initialement.

Ajustement du pH : le pH est ajusté dans une gamme allant de 5 ,4 & 5,8 selon les
propriétés recherchees.

Fonctions antimicrobiennes : il ne s’agit pas d’un effet bactéricide (les polyphosphates
ne détruisent pas les micro-organismes) mais plutot, d’un effet bactériostatique
(Berger et al., 1989) ;

Les phosphates sont également reconnus comme de bons inhibiteurs de la germination
des spores, la production des toxines botuliques est généralement empéchée (tanaka
etal., 1979).

11.2. Colorant :
Pour certaines variétés de fromage fondus on peut renforcer la couleur par ’ajout de

la B — caroténe a des concentrations bien déterminer pour assurer I’homogénéité de la

couleur au cours de la fabrication (GILLIS et ECK 1997).

11.3. Eau :

L’humidité des fromages étant généralement faible et puisque ’on incorpore des
poudres, il est absolument nécessaire d’apporter de 1’eau au mélange, celle —Ci permet
de solubiliser et de disperser les protéines et d’émulsionner par conséquent la matiere
grasse libre. Cette eau doit étre de qualité alimentaire c’est —a-dire avec une faible
teneur en microorganisme et en contaminant chimique tel que nitrate
(Boutonnier,2000).
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CHAPITRE 11 : Généralités sur les huiles essentielles
1 .Les Oranges (Citrus sinensis (L.) Osbeck)
Les Agrumes appartiennent aux genres Citrus, Fortunella et Poncirus. Ces trois genres
sont de la famille des « Rutaceae ».
D’aprés Swingle in Praloran (1971), la position taxonomique des agrumes est la suivante :
Classe : Dicotyledoneae
Sous classe : Archichlonideae
Ordre : Geraniales
Famille : Rutaceae
Sous famille : Aurantioideae
Tribu : Citreae
Sous tribu : Citrinae
Genre : Citrus.

Figure 03: oranger, citrus sinensis sur tige de 50 (Eden, 2013)

Le genre Citrus est celui qui renferme le plus d’especes et de variétés d’agrumes

commercialisées (Praloran, 1971)

1. Les Oranges (Citrus sinensis (L..) Osbeck)
1.1. L’oranger et sa culture

D’une hauteur de 2 a 3 m et d’une durée de vie de 300 a 400 ans, les orangeraies
Prosperent dans les régions tempérées disposant d'un hiver doux. Ils ont besoin de beaucoup
de soleil, de chaleur et d’eau. La différence de température entre 1’été et I’hiver et entre le jour

et la nuit est importante pour le développement correct de la saveur et de la couleur.
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1 .2.Composition

L’orange contient en moyenne 12 % de glucides (40% de saccharose), de la vitamine
C (80mg/100g), vitamines P, B1, B9, E, provitamine A. Riche en calcium (40 mg /100 g),
riche en pectines, elle a un role de régulateur du transit intestinal. Elle contient une flore

mésophile (levures et lactobacilles) indispensable pour une bonne digestion.

En plus de sa haute teneur en vitamine C, I’orange est riche en magnésium (12,4 mg/100 g

en moyenne) en fibres (2,8 g/100 g en moyenne). (Bousbia N ,2004)

1.3. Les Variétés
D’aprés la nouvelle classification des agrumes, il y a 5 groupes d’oranges douces :
— Oranges précoces douces, blondes et orange communes
— Orange de Valence (variétés juteuses)
— Oranges Navel
— Hybrides d’orange douce

— Oranges sanguines

1.4. Utilisation :

Les oranges doivent étre choisies en fonction de leur utilisation, il existe des variétés
de bouche, comme les Navels, et des variétés a jus, comme les Valencias. Les oranges se
conservent trés bien a température ambiante, toutefois il est possible de les mettre dans le bac
a légumes du réfrigérateur pour limiter leur déshydratation.

Les zestes, c’est-a-dire la partie extérieure de la peau de ’orange, sont également
prélevés a l'aide d’un zesteur ou a défaut d’un €économe. Ils contiennent des essences
odorantes et des huiles essentielles. Celles-ci sont utilisées en alimentation, mais aussi en

pharmacie et en parfumerie (Anonyme2013).

10



PARTIE BIBLIOGRAPHIQUES

2. Généralités sur les huiles essentielles
2. 1. Définition :

Les HE sont des mélanges de divers produits issus d’une espece végétale, ces mélanges
passant avec une certaine proportion d’eau lors d’une distillation effectuée dans un courant de
vapeur d’eau. Cette définition peut étre étendue aux HE obtenues par expression a froid de
I’écorce ou zeste des fruits de Citrus, a cause de I’intervention de 1’eau dans les procédés
mécaniques pour entrainer le produit libéré des alvéoles oléiféres (Bousbia, 2004).

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

L’association francaise de normalisation (AFNOR, 2000) définit une huile essentielle
comme ¢étant un produit obtenu a partir d’une matiére végétale, soit par entrailnement a la
vapeur d’eau, soit par des procédés mécaniques, soit par distillation a sec a partir de 1’épicarpe
des Citrus. L’huile essentielle est ensuite séparée de la phase aqueuse par des procédés

physiques.

2.2. Extraction des huiles essentielles

Différentes méthodes sont mises en ceuvre pour 1’extraction des essences végétales. En
général le choix de la méthode d’extraction dépendra de la nature du matériel végétal a traiter
(graines, feuilles, ramilles, etc.), de la nature des composés (les flavonoides, les huiles
essentielles, les tanins etc.), le rendement en 1’huile et la fragilité de certains constituants des

huiles aux températures élevées (Hellal, 2011).

2.2. 1.Pression a froid

Les huiles essentielles d’agrumes sont les seules a étre extraites par le procédé de
pression a froid (Lesley, 1996 ; Roux, 2008 ; Ferhat et al., 2010 ; Fillatre, 2011).
Ce procédé est basé sur la rupture des parois des sacs oléiferes. L’essence obtenue est ensuite
entrainée par un courant d’eau froide. Une émulsion constituée d’eau et d’essence se forme,
I’essence est alors isolée par décantation (Basil et al., 1998 ; Roux, 2008 ; Ferhat et al.,
2010).

11
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Diverses techniques manuelle ou mécanique, traitant le fruit entier ou seulement les
écorces sont utilisees (Ferhat et al., 2010).
Le produit ainsi obtenu porte le nom d’essence, car il n’a subi aucune modification
chimique (Roux, 2008).
Cependant I’utilisation de grande quantité d’eau dans ce procédé peut altérer la qualité des
huiles essentielles par dissolution des composés oxygénes, par hydrolyse et par transport de

microorganismes (Lucchesi, 2005 ; Ferhat et al., 2010).

Figure 04: L’extraction par pression a froid ou expression (Anonyme, 2014)

2.2.2. Hydrodistillation

L’hydrodistillation demeure la technique la plus utilisée pour extraire les huiles
essentielles et pouvoir les séparer a 1’état pur mais aussi de fournir de meilleurs rendements
(Bruneton, 1993 ; Ferhat et al., 2010).

Le principe consiste a immerger directement la matiére végétale a traiter dans un ballon
rempli d’eau qui est ensuite porté a ébullition, les vapeurs hétérogenes vont se condenser sur
une surface froide et I’HE sera alors séparée par différence de densité (Bruneton, 1993 ;
Lucchesi, 2005 ; Baser et Buchbauer, 2010 ; Ferhat et al., 2010).

Cependant, I’hydrodistillation possede des limites. En effet, un chauffage prolongé et trop
puissant engendre la dégradation de certaines molécules aromatiques (Lucchesi, 2005 ;
Ferhat et al., 2010).

12
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Schéma d'un montage dhydrodistillation

——
Pierres
ponces + eau

Distillat : eau +
huile essentielle

Figure 05 : Hydrodistillation ou distillation simple (Fragrance, 2011).

2.2.3. Entrainement a la vapeur d’eau

Les parties de plantes utilisées sont déposées sur une grille perforée au-dessus de la base
de I’alambic, sans que le matériel végétal ne soit pas en contact avec 1’eau (Belaiche, 1979 ;
Lucchesi, 2005 ; Ferhat et al., 2010).

Les particules de vapeur d’eau, se dirigeant vers le haut, font éclater les cellules
contenant 1’essence et entrainent avec elles les molécules odorantes. La vapeur passe ensuite a
travers un récipient réfrigérant ou la température diminue, provoquant le déclanchement des
molécules huileuses des particules de vapeur, qui se condense en eau. L’huile et I’eau se
séparent du fait de leurs poids spécifiques différents (Padrini et Lucheroni, 1996).

Pendant D’entrainement a la vapeur d’eau, la matiére végétale est exposée a une
température élevée et a I’action chimique de 1’eau, et dans ces conditions, la fragilité
thermique des constituants de 1’huile ou I’hydrolyse de certains d’entre eux conduisent a la

formation d’artéfacts (Lucchesi, 2005 ; Ferhat et al., 2010).

13
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Vapeur d'eau chargée Eau chaude
d’huile essentielle

Huile essentielle
Plantes aromatiques

Vapeur d'eau

Eau froide

Eau florale

Eau florale +
huile essentielle

Chaleur —— / / J J

VN

Essencier

Figure 06: Extraction des huiles essentielles par entrainement a la vapeur d’eau (Anonyme,

2014)

2.2.4. Autres techniques

Les inconvénients des techniques précédentes ont attiré 1’attention de plusieurs
laboratoires de recherche et ont permis la mise au point des nouvelles techniques d’extraction
des huiles essentielles qui sont beaucoup plus écologiques, en utilisant des solvants moins
toxiques et en petites quantités (Ferhat et al., 2010).

Parmi ces techniques, figurent : 1’extraction assistée par micro-ondes ou ultrasons
(Kaufmann et Christen, 2002 ; Hemwimon et al., 2007 ; Piochon, 2008 ; Ferhat et al.,
2010 ; Dupuy, 2010), I’extraction par les fluides supercritiques ou encore I’eau a 1’état
subcritique (Kaufmann et Christen, 2002 ; Piochon, 2008 ; Ferhat et al., 2010 ; Dupuy,
2010), I’extraction par la détente instantanée controlée, I’extraction par solvants sous pression

et ’extraction par la flash détente (Ferhat et al., 2010).

2.3. Méthodes d’identification des huiles essentielles
2.3. 1.LLa Chromatographie en Phase Gazeuse (CPG)

La chromatographie en phase gazeuse (CPG) est une méthode d’analyse par séparation
qui s’applique aux composes gazeux ou susceptibles d’étre vaporises par chauffage sans
décomposition. La CPG est la technique usuelle dans 1’analyse des huiles essentielles. Elle
permet d’opérer la séparation de composes volatils de mélanges trés complexes et une analyse

quantitative des résultats a partir d’un volume d’injection réduit (Arpino et al., 1995).
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2.3.2. Le couplage Chromatographie en Phase Gazeuse/Spectrometrie de Masse
(CPGI/SM) :

D’un point de vue analytique, d’importants progres ont été réalises en couplant la CPG
avec des appareils tels que le spectromeétre de masse (SM).

La CPG couplée a la SM est la technique de routine la plus utilisée pour I’analyse des
huiles essentielles. Le principe de la spectrométrie de masse consiste & bombarder a 1’aide
d’¢lectrons une molécule qui sera fragmentée ; les différents fragments obtenus, chargés
positivement, constituent le spectre de masse de cette molécule. Tres souvent, le spectre de
masse est caractéristique d’une molécule donnée et, en théorie, il est donc possible d’identifier
un compose en comparant son spectre a ceux de composés de référence, contenu dans des
bibliotheques de spectres informatisées commerciales (Adams, 2001).

Dans la pratique, l’utilisation conjointe de la spectrométric de masse (utilisation
conjointe de banques laboratoire et littérature) et des indices de rétention calculés sur deux
colonnes de polarité différente en CPG, permet, en général I’identification d’un grand nombre
de constituants dans les mélanges complexes tels que les huiles essentielles (Lianga et al.,
2004 ; Senatore et al., 2004).

2.4. Activités biologiques des huiles essentielles
2.4.1. Activité antioxydant de I'huile essentielle

L'activité antioxydante est un ensemble des actions qui peut retarder ou empéche
I'oxydation des substrats biologiques et capable de réagir avec les radicaux libres et les
rendent inoffensif (neutraliser et les dégrader).

Il est un systéme de protection qui lui permet de lutter contre les radicaux libres (Amazal,
2010).

2.5. Localisation et lieu de biosynthése de I’huile essentielle de Citrus sinensis :

Les plantes du genre Citrus font partie de la famille des Rutaceae qui sont caractérisées
par la présence, dans les feuilles, fleurs, tiges et péricarpes des fruits, de poches
schizolysigeénes contenant de 1’essence aromatique. Ce sont des poches dont la formation
initiale est identique a celle des poches schizogénes, mais en plus des cloisonnements
radicaux, les cellules sécrétrices de bordure subissent également des cloisonnements
tangentiels, ce qui donne plusieurs assises de cellules sécrétrices (Goris, 1967). Dans les
fleurs de plantes du genre Citrus, les poches sécrétrices se situent dans le parenchyme des

pétales, sous I’épiderme.
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Le fruit du orange se compose de I’épicarpe, I’endocarpe et du mésocarpe. Ce dernier
comprend I’albédo et le flavédo qui est une zone colorée contenant les poches schizolysigénes

réparties de facon tres irréguliere (Figure 7) (Ferhat et al., 2010).

Epiderme supérieur

Parenchyme palissadique

Cellules sécrétrices
Poches a essence

Parenchyme lacuneux

Epiderme inférieur

Figure07: Poches sécrétrices des huiles essentielles des Citrus dans feuilles

2.6. Domaines d’application des huiles essentielles

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

Les huiles essentielles possedent des profils de composition chimique différents. Elles sont
utilisées comme agents naturels de conservation des aliments. Leur utilisation comme agents
de conservation est due a la présence de composés ayant des propriétés antimicrobiennes et
antioxydantes (Conner, 1993 ; Hammer et al., 1999).

L’huile essentielle la plus utilisée dans le monde est celle de 1’orange (Grysole, 2005).
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Matériel et méthodes

Notre travail consiste initialement a collecter du zeste d’orange afin d’extraire 1’huile
essentielle pour ’utiliser par la suite comme un agent aromatisant et conservateur dans le

fromage fondu fabriquer a la laiterie et fromagerie Boudouaou a Boumerdes.

Le Protocol suivi dans notre étude est décrit dans I’organigramme suivant :

Zeste del’orange

ﬂ

Détermination de la teneur en eau

|

Extraction de I’huile
essentielle par
hydrodistillation
Suivi de la I Calcul du
.. —_ 1 1| | ——
cinétique V. rendement

D’extraction

d’ex traction

Huile essentielle

Evaluation des activités biologiques

Activité antioxydants Activité
v les flavonoides antimicrobienne
v dénombrement de
v .
Les polyphénols levures el
v' DPPH moisissures
v’ FTAM

Choix des taux d’incorporation
Del’HE dans le fromage :
0%, 0,1%, 0,5%, 1%

Elaboration des fromages

l v \ 4

Analyses physicochimiques Analyses microbiologiques Analyses sensorielles
- Mesure du pH . Dénombrement de coliformes . Test de comparaison
- Mesure du taux de la Totanx et coliformes fécaux Par paire
. Recherche des staphylocoques
matiére erasse. + Test de classement
= . Recherche des salmonelles
Mesure de Iextrait sec - Recherche de clostrudium parraig

+ Test hédonique

Figure 08 : Organigramme de la méthodologie d’étude
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1. Extraction de I’huile essentielle
L’extraction de I’huile essentielle est effectuée au laboratoire de la faculté de science

de la nature et de la vie de "université de Bouira.

1.1. Matériel végétal

L’huile essentielle testée a été extraite a partir de 1’écorce ou zeste du 1’orange (Citrus
sinensis), variété Euréka.

Le zeste est la partie du fruit la plus riche en huile essentielle par rapport aux autres
parties (Robert et Lobstein, 2005).

La collecte du fruit a été effectuée durant les mois janvier, février et mars 2018, les
caractéristiques déterminées sur le fruit récolté sont : la couleur, la forme qui sont évalués par
une analyse visuelle a I’ceil nu, 1’épaisseur de I’écorce, le poids du fruit entier ainsi celui de
zeste par une balance analytique.

Avant I’utilisation du fruit, il doit subir un lavage par 1’eau pour éliminer les
souillures et les taches noires qui se trouvent a la surface du fruit, puis un essuyage par un

chiffon propre.

1.2. Extraction de I’huile essentielle :

L’extraction des huiles essentielles a été effectuée par hydrodistillation (Benchekroum et
al., 2004).

Une quantité de 200 g de zeste du I’orange est introduite dans un erlenmeyer a deux
cols de 2L rempli d’eau distillée jusqu’aux deux tiers de sa capacité¢ (d’environ 1200 ml).
L’ensemble est ensuite mis a ébullition pendant une durée déterminée apres le suivi de la
cinétique d’extraction.

L’erlenmeyer ainsi chauffé, produit de la vapeur chargée de produits volatils. Cette
vapeur se condense au contact d’un réfrigérant ; le condensat est recueilli dans une ampoule a
décanter ou s’effectue la séparation des deux phases non miscibles : phase aqueuse et phase
organique, cette derniere constitue I’huile essentielle qui sera traitée avec du sulfate de
sodium anhydre pour éliminer toutes traces d’eau (Chanthaphon al., 2008).

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

incorporation dans le fromage.
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1.3. Suivi de la cinétique d’extraction

Selon Bachelot et al., (2006), la cinétique d’extraction a pour but de fixer le temps
nécessaire pour extraire le maximum d’huile et pour éviter les pertes du temps et d’énergie.
Cette cinétique consiste a déterminer le rendement en fonction du temps d’extraction.

Dans notre €étude, le rendement a été déterminé chaque 15 minutes en tenant compte du
temps d’extraction dés la formation de la premiére goutte du distillat, cette étape correspond a

la montée de la température d’¢bullition d’eau.

1.4. Calcul du rendement d’extraction :

Selon la norme AFNOR (1986), le rendement en huile essentielle est défini comme
étant le rapport entre la masse de I’huile essentielle obtenue apres extraction et la masse de la
matiere végeétale utilisée. Le rendement exprimé en pourcentage est calculé par la formule
suivante :

Mpe

RHE% = ——— x 100
Mvs

Dans laquelle :

RHE : Rendement en huile essentielle (%) ;
Mue : Masse de I’huile essentielle (g) ;

Mys : Masse de la matiere végétale seche (g).

1.5. Caractéristiques organoleptiques :
L’huile d’orange est un liquide de couleur jaune clair, d’odeur caractéristique
semblable a celle de ’orange.
1.6. Détermination de taux d’humidité AFNOR 1982 :

Le taux de I’humidité de la matiere vegétal a été déterminé par la méthode ou par la
méthode « NF T 60-305, juin (1976) normalisé, décrite par AFNOR 1982 ou par la méthode
physique qui consiste a en introduire 10g broyés d’échantillon et placés dans une coupelle

taree elle-méme positionnée dans une étuve réglée a 103°+ 2°C.
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Les échantillons sont ensuite pesés avec précision de toutes les 24h, apres avoir refroidis a

température ambiante dans un dessiccateur, et ce jusqu’a I’obtention d’un poids constant.

Le taux d’humidité exprimé en pourcentage est calculé par la formule suivante :

H% = [(Mi-M,)x100] /P

Dans laquelle :

M; . masse de I’ensemble capsule et la matiére végétale avant étuvage
M . masse de I’ensemble capsule et la matiére végeétale aprés étuvage
P : masse de la prise d’essai.

2. Détermination des indices physico-chimiques

De nos jours, les propriétés physiques (densité, indice de réfraction, pouvoir rotatoire)
et chimiques (solubilité dans 1’alcool, indice d’acide et indice d’ester) sont exigées pour
I’évaluation commerciale des huiles essentielles.
2.1. Détermination des indices physiques

2.1.1. La densité relative (NF 1SO 6883) :

La densité de I’huile essentielle correspond au rapport entre la masse d’un certain

volume de I’essence et la masse du méme volume d’eau pris a la méme température.

my - My
Do =

M1 - Mg

Dans laquelle :
mo : la masse en gramme de pycnometre vide
m; : la masse en gramme de pycnometre rempli d’eau distillée

M, : la masse en gramme de pycnometre rempli d’huile

24



PARTIE EXPERIMENTALE

2.1.2. Indice de réfraction (I1SO 6320) :

L’indice de réfraction est le rapport entre le sinus de I’angle d’incidence de longueur
d’onde déterminée, passant de 1’air dans I’huile essentielle maintenue a une température
constante 20°C.

L’indice de réfraction est largement supérieur a 1 pour les huiles essentielles, sa
mesure sera mentionnée avec 3 ou 4 chiffres apres la virgule. L appareil le plus couramment
utilisé pour mesure I'indice de réfraction est le réfractometre d Abbe, les indices de réfraction
sont déterminés dans l'intervalle 1,300 a 1,700.

Pour se calculer, le réfractométre de marque Abbe, est préalablement étalonner par
I’eau distillé dont leur indice de réfraction est connu (Ir (eau) = 1,335) a la température fixée a
20°C.

- les prismes sont ensuit séchés et quelques gouttes d’HE ont été¢ déposé entre les deux faces
des prismes. A I’aide de I’oculaire et le bouton de réglage, I’interface entre la zone sombre et
éclairée est amenée au centre du réticule. Les irisations sont supprimées pour obtenir une
ligne nette entre les deux zones. Puis la valeur de I’indice est notée par I’échelle de lecture.

On effectue la correction a20 °C par le biais de la formule suivante:

120= It + 0.00045 (t -20° C)

Dont :
120= Indice & 20° C.
It = Indice a la température ambiante ou de mesure.

T= température ambiante.

2.1.3. Miscibilité a I’éthanol (NF T 75-113) :

Une huile essentielle est dite miscible a un volume et plus d’éthanol de titre
alcoométrique déterming, a la température de 25°C, lorsque le mélange d’un 01 volume
d’huile essentielle considérée avec V volumes de cet éthanol est limpide et le reste aprés

addition graduelle d’éthanol de méme titre.

Protocole expérimentale : Dans un erlenmeyer contenant 1 ml d’HE, on verse de 1’éthanol
a 70% par fraction de 0,2 ml a 1’aide d’une burette de 20 ml en agitant aprés chaque ajout.

Lorsqu’une solution limpide est obtenue on note le volume d’alcool ajouté.
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2.2. Détermination des indices chimiques :

En plus des caractéres physiques, on peut par des méthodes chimiques doser les
fonctions (acide, ester, alcool, carbonyle ...) Présentes dans les HE. Ces derniers permettent
non seulement de mettre en évidence la présence des fonctions organiques mais aussi de
mesurer leurs proportions dans le mélange que sont les essences.

2.2.1. Indice d’acide (NF EN 1SO 660) :

La teneur en acide gras libre d’une HE s’exprime de deux fagons : I’acidité et 1’indice
o . . . - A o\
d’acide qui sont déterminés expérimentalement de la méme manic¢re et seul le mode

d’expression est différent.

L’indice d’acide est le nombre de milligrammes de potasse (KOH) nécessaire pour

neutraliser les acides libres renfermés dans un 01 gramme d’HE.

Protocole expérimentale : 1g d’HE, 5ml d’éthanol a 96% et environ 5 gouttes d’indicateur
coloré (phénophtaléine) sont introduites dans un erlenmeyer. Le mélange ainsi formé est titré
par une solution alcoolique de potasse (KOH) 0,1 N jusqu’a ce jour ce que la solution vire au

rose.
Expression des résultats :

L’indice d’acide Ia est déterminé par la formule suivante :

56.11
l. =V.C.
m

Dans laquelle :
V : volume en ml de la solution de KOH utilisée pour le titrage.
C : concentration en mole /L de la solution KOH

m : masse en g de la prise d’essai
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2.2.2. Indice d’ester : ( AFNOR NF T 75-006)

L’indice d’ester est le nombre de milligramme de potasse KOH nécessaire pour
neutraliser les acides libérés par hydrolyse en milieu basique saponification des esters

contenus dans 1g d’essence.

Protocole expérimental : Dans un ballon de 100 ml, on introduit 1 g d’HE et 25 ml d’une
solution alcoolique de potasse (KOH) 0,5 M a I’aide d’une burette, ainsi que quelques
fragments de pierre de ponce. On adapte au ballon un réfrigérant et on porte le mélange au
reflux pendant une (01) heure. Aprés refroidissement de la solution, on ajoute 20 ml d’eau
distillé et 5 gouttes de phénophtaléine. Puis, ’excés de KOH est titré avec une solution

d’acide chlorhydrique (HCL) 0,5 N jusqu’a la disparition de la couleur rose.

Parallelement, une opération a blanc est réalisée dans les mémes conditions que
précédemment en utilisant les mémes réactifs.
Expression des résultats

L’indice d’ester (Ie) est calculé a 1’aide de la relation suivante :

Dans laquelle :
Vo : Volume en mL de la solution d’HCL (0,5 N) mesuré pour I’essai a blanc.
V1. Volume en mL de la solution d’HCL (0,5 N) mesuré pour le calcul de Ie.
m : masse en g de la prise d’essai.
la : valeur d’indice d’acide.
2.2.3. Indice de saponification (NF 1SO 3657) :

L’indice de saponification est le nombre en milligrammes de potasse caustique
(KOH), nécessaire pour transformer en savon les acides gras et les triglycérides d’un 01

gramme de corps gras.
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Le principe consiste a titrer I’exces d’hydroxyde de potassium en solution par I’acide

chlorhydrique.

Protocole expérimental : Mettre 2g d’huile dans une fiole muni d’un réfrigérant puis ajouter
25 ml de solution éthanolique de KOH (0,5 N), en suite on porte le mélange en ébullition en
agitant de temps en temps pendant 1h. Ensuite, on ajoute 3 gouttes de phénophtaléine. La
solution savonneuse est titree avec HCL (0,5N).

Parallelement, on a effectué un essai a blanc dans les mémes conditions.

Expression des résultats :

L’indice de saponification est donné par la formule suivante :

N. (Vo-V)
ls, =—  (mgKOH/gdH.E)

Dans laquelle :
Vo : Volume en ml de la solution d’acide chlorhydrique pour I’essai a blanc ;
V : Volume en ml de la solution d’acide chlorhydrique utilisé pour la prise d’essai ;

N : normalité exacte de la solution chlorhydrique ;

P : poids en gramme de la prise d’essai.

2.2.4. Indice d’iode (NF 1SO 3961) :

L’indice d’iode est le nombre de grammes d’iode que peuvent fixer les doubles
liaisons de 100 grammes de substance. Quel que soit le réactif halogene utilisé, le principe est
le méme. Les liaisons éthyliques fixent les halogeénes d’apres la réaction suivante :

R-CH=CHR +X, —— R — CHX-CHX-R’
X=Cl, Br, |

Cette réaction d’addition peut étre utilisée pour déterminé quantitativement
I’instauration globale des constituants de 1’essence. Il est indispensable, pour obtenir une

addition quantitative. D utiliser un exces de réactif pendant u temps de contact suffisamment
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long, ou en présence de catalyseur et de titrer ensuite ’excés de réactif iode non fixé par un

réducteur par exemple le thiosulfate), on détermine ainsi la quantité d’iode fixé par I’HE.

2 Na,S;,03 + |, > 2 Nal + Na,S,0¢

Protocol expérimental : On pése 0,2 g d’HE dans un ballon a fond plat puis on ajoute
10 ml d’éthanol pur suivi d’une agitation. On additionne au ballon 10 ml d’iode 0,2N dans
I’éthanol et on agite afin de bien dissoudre. On ajoute ensuite 30 ml d’eau distillée puis en
ferme le ballon par son bouchon en verre et on agite pendant 5 min. puis on ouvre le bouchon

et on rince les parois du ballon avec trés peu d’eau distillée contenue dans une pissette.

On titre alors le contenu du ballon placé sous une burette graduée remplie de
thiosulfate de Na 0,1N jusqu’a I’apparition d’une coloration jaune. On verse ensuite 1 ml de la
solution d’empois d’amidon au mélange dont la couleur vire au bleu violet foncé. On continue
la titration jusqu’a la disparition de cette coloration bleu violet foncé et soit V ml la chute de
burette de thiosulfate versée. On effectue en parallele un essai a blanc soit V; ml le volume la

chute de burette correspondante.

Expression des résultats :

L’indice d’iode est calculé par la formule suivante:

i = Nt(Vo-Vy)

m

Dans laquelle :
N+ : Normalité de la solution de thiosulfate de sodium.
Vo - Volume en ml de la solution de Na,S,03 utilisé pour I’essai a blanc.
V1 : Volume en ml de la solution de Na,S,05 utilisé pour la détermination d’Ii.
m : masse en g de la prise d’essai.
2.2.5. Indice de peroxyde (NF T 60-220 et 1SO 3960) :

On définit I’indice de peroxyde comme étant le nombre de milliéquivalent d’oxygene

par kilogramme de cors gras et oxydant I’iodure de potassium avec libération d’iode.
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En présence de I’oxygéne de I’air, les acides gras insaturés entrant dans la composition

des essences s’oxydent en donnant des peroxydes :

R-CH=CH-COOH + O, » R-CH— CH-COOH

N

@)

Le principe repose sur le traitement d’une prise d’essai, en solution dans 1’acide
acetique et du chloroforme, par une solution d’iodure de potassium, puis le titrage de 1’iode
par une solution titré de thiosulfate de sodium. Le dosage de peroxydes formés se fait

indirectement en présence d’iodure de potassium.

2KI + O2 du peroxide > 12 + R-CH=CH-CH,-COOH

Protocol expérimental : On pése 2g d’huile d’orange dans un flacon de 100ml puis 10ml de
chloroforme sont ajoutés. On agite pour dissoudre et on ajoute ensuite au mélange 15mi

d’acide acétique pur et 1ml d’une solution d’iodure de potassium saturée.

Apres avoir fermé le flacon, on laisse reposer Smin a 1’obscurité et on ajoute 75ml
d’eau distillée et quelques gouttes d’empois d’amidon. L’iode libéré st titré par la suite avec
une solution de thiosulfate de sodium (Na,S ,O03) 0,01 N. Parallélement, un essai a blanc est

réalisé dans les mémes conditions.

L’indice de peroxyde est donné par la formule suivante :

l, = Vo—V (méq.02/ kg d’HE)
P

Dans laquelle :
V : volume de la solution de thiosulfate de sodium utilisé pour I’essai.
Vy : volume de la solution de thiosulfate de sodium utilisé pour 1’essai a blanc
P : prise d’essai en gramme.

3. Analyse chromatographique :

Les analyses chromatographiques ont éte effectuees sur un chromatographe en phase
gazeuse a régulation électronique de pression de type Chrompack CP 9002, équipé d’une

colonne capillaire en silice fondue de type DB-5 de 30 m de longueur, 0,25 mm de diamétre et
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0,25 um d’épaisseur de film, d’un détecteur a ionisation de flamme réglé a 280°C et alimenté
par un mélange de gaz H2/air et d’un injecteur split splitless réglé a 250°C. Le gaz vecteur est
I’azote a 1 ml/min. Le mode d’injection est split (rapport de fuite de 1/50, débit de fuite 66
ml/min). La température de la colonne est programmeée de 50°C (3mn) a 250°C a raison
de2°C/min, puis est maintenue a 250°C pendant 10 min. (Méthode de calcul des indices de

Kovats : IK voir annexe 04).

4. Evaluation des activités biologiques de I’huile essentielle de Citrus sinensis :
4.1. Evaluation de P’activité antioxydante :

Les tests de I’activité antioxydante ont ét¢ effectué au niveau de laboratoire de la

faculté de science de la vie et de la nature (SNV) a Bouira.

L’activité antioxydante de I’huile essentielle a été évaluée par la méthode de la mesure

de pouvoir de piégeage de radical DPPH.

4.1.1 Test du DPPH :

Principe : Le DPPH (2,2 diphenyl-1-picryl hydrazyl) est un radical stable qui possede
un électron célibataire sur 1’atome d’azote, caractérisé par une couleur violette et un pic
d’absorption spectral maximal a 517nm. En présence d’antioxydant I’¢lectron célibataire
devient apparié, ce qui conduit a la décoloration de DPPH du violet (forme radicalaire
DPPH-) au jaune (forme réduite DPPH-H) (Figure 09).

Cette décoloration représente donc la capacité d’échantillon de piéger ce radical. (Morikawa
T et al.,2004)

= ~ = — =
I

= "N
N - NH
O,N~____~-NO, R O.N \-._w_,.L:.\\ _~-NO, e
T!\/.,_./ \l___ _,—::—I
T T
NO, NO,
DPPH:- (violet) (radical libre) DPPH-H (Jaune) (mono radicale)

Figure 09 : Structure de DPPH et mécanisme de sa réduction par un antioxydant(Morikawa
T et al.,2004)
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Préparation de I’extrait méthanolique :

Dans un bécher peser 0,3g de I’huile essentielle de 1’orange puis verser 30ml de

méthanol et maintenu sous agitation pendant 10 minutes

Mode opératoire :

Une solution de DPPH (0,1mm) a été préparée fraichement

Dans un tube a essai introduire 2 ml de 1’extrait méthanolique puis additionner le 2 ml
de méthanol (la dilution S/2)

Prélever 2 ml de la dilution S/2 et I’introduire dans un tube a essai qui contient 2 ml
de méthanol (la dilution S/4) suivi ce protocole pour réaliser les autres dilutions.

1ml de la solution DPPH préparée est introduit dans chaque tube a essai.

Les dilutions ont été bien agitées et incubées dans I’obscurité pendant 1 heure a la
température ambiante.

L’absorbance a été mesurée a 517 nm.

Un témoin est préparé en remplacent I’extrait méthanolique par le méme volume de

méthanol.

Expression de résultats :

Le pourcentage d’inhibition des radicaux dus a la propriété antioxydant des extraits a été
calculé en utilisant la formule suivante :

Ou:

% d’inhibition = [(Ac- Ae) / Ac) X 100]

Ac : absorbance de contréle.
Ae : absorbance de 1’échantillon.

4.1.2. Quantification des poly phénols totaux :

Le principe : Le dosage des composés phénoliques totaux est effectué par la méthode

colorimétrique de Folin- Ciocalteu décrite par (Sfahlan et al., 2010)

Le principe de la méthode repose sur 1’oxydation des hydroxyles des composées phénoliques

par le mélange d’acide phosphomolybdique (HsPW1,040) et phosphotungstique (HsPMo01204)

qui constitue le réactif de Folin -Ciocalteu (de couleur jaune). La réduction de ces acides

donne naissance a des oxydes de tungstene (WgOy3) et de molybdene (MogO,3) colorés en
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bleu. Cette coloration, dont 1’absorbance mesurée a 760nm, est proportionnellement au taux

des composés phénoliques (Riberau-Gayon, 1968).

Mode opératoire : Pour le dosage des poly phénols totaux, 0,5 ml de chaque extrait est
mélangé a 5 ml d’cau distillée et 0,5 ml de réactif de Folin-Ciocalteu.Aprés 3 minutes de
repos, 0,5 ml de carbonate de sodium (10%) a été ajouté. Le mélange est ensuite homogéneéisé
et incub¢ a la température ambiante pendant 1 heure et a 1’abri de la lumicre. Au bout de ce
temps, 1’absorbance a été déterminée par la lecture a 760 nm a I’aide d’un spectrométre UV-
Visible

La détermination de la concentration en polyphénols totaux est effectuée en se basant
sur une courbe d’étalonnage préparée dans les mémes conditions, a partir d’une série de
dilutions d’acide gallique (tableau.). La concentration finale en ces composes a été exprimeée

en mg d’équivalents d’acide gallique par gramme de maticre.
La préparation de la courbe d’étalonnage est expliquée dans I’annexe n 05.
4.1.3. Dosage des flavonoides :

Le principe : La détermination de la concentration en flavonoides totaux est effectuée en

utilisant la méthode du trichlorure d’aluminium.

Le principe de la méthode est basé sur le fait que les flavonoides possedent un
groupement hydroxyle (OH) libre en position 5 qui est susceptible de donner, avec le
groupement CO, un complexe coloré avec le chlorure d’aluminium. Les flavonoides forment
des complexes jaunatres par chélation des métaux (fer et aluminium). Ceci traduit le fait que
le métal (Al) perd deux électrons pour s’unir a deux atomes d’oxygene de la molécule

phénolique agissant comme donneur d’électrons (Ribereau-Gayon, 1968).

Mode opératoire : Pour le dosage des flavonoides totaux, un volume de 1 ml de chaque
extrait est mélangé avec 1 ml de la solution de chlorure d’aluminium AICl3 a 2 %. Apreés
I’agitation et ’homogénéisation, le mélange est incubé a la température ambiante pendant 1
heure et a I’abri de la lumiere. Au bout de ce temps, I’absorbance maximale a ét¢ mesurée a

430 nm a I’aide d’un spectrométre UV-Visible.
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4.2. Evaluation de I’activité antimicrobienne :

Les tests de I’activité antimicrobienne sont réalisés au niveau de laboratoire d’hygiéne

de I’établissement publique de santé de Bouira.

L’évaluation de I’activité antimicrobienne de 1’huile essentielle testée a été réalisée par
deux méthodes : la recherche et le dénombrement des levures et moisissures (NF V 08-059) et

la recherche et le dénombrement de la flore aérobie mésophile totale (FTAM).

4.2.1. Recherche et dénombrement des levures et moisissures dans I’huile
essentielle d’orange (NF V 08-059) :

a- Préparation des échantillons d’HE :

Les solutions de I’huile essentielle HE ont été préparées avec de 1’éthanol a 96% est
testées a des différentes concentrations (voir le tableau 02)

Pour cela, nous avons préparé une solution mere a une concentration de 0.5¢/L. a
partir de laquelle ont été préparées les trois autres solutions.

Les concentrations d’HE correspondantes a chacune des dilutions obtenues a partir de

la solution mere sont indiquées dans le tableau.

Tableau 02 : concentrations des solutions d’HE testées
Dilution 5.10" 10™ 5.10 10
Conc.mg/mL | 5 1 0,5 0,1

b- Mode opératoire :

Le milieu de culture OGA préalablement fondue et refroidie a été répartie dans des boites
de pétri vides. Apres solidification, Iml de I’huile essentielle de 1’orange a été ensemencé en
surface.

On étale a la surface de milieu 1 ml de chaque dilution.

L'incubation a été faite a une température de 25° C pendant 3 a 5 jours.

La lecture et le dénombrement ont été realisés tous les jours, levures a part et moisissures
a part pour suivre le développement et éviter I’ envahissement.

Une boite du milieu utilise a été incubée telle quelle, dans le méme endroit et dans les

mémes conditions de température, elle constitue le témoin du milieu (NF V 08-059).

c- Lecture: On ne retient pour le comptage que les boites contiennent entre 15 et

300 colonies.
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4.2.2. Recherche et dénombrement de la flore mésophile aérobie totale (NF V08-
051,1999)

La flore mésophile aérobie totale (FMAT), bon indicateur de contamination, est denombrée
sur gélose PCA incubée pendant 48 ha 72 h a 37°C

a- Mode opératoire :

A partir des dilutions décimales, porter aseptiquement Iml de I’huile essentielle de
I’orange et ensemencé en profondeur.

Compléter ensuite avec environ 15 ml de gélose PCA fondue puis refroidie a I’air libre.
Faire ensuite des mouvements circulaires et de va et vient en forme 8 pour permettre

I’inoculum de se mélanger a la gélose.

Laisser solidifier sur paillasse. Les boites seront incubées, a 30°C pendant 72 heures,

en faisant une lecture chaque 24h.

Une boite du milieu utilise a été incubée telle quelle, dans le méme endroit et dans les

mémes conditions de température, elle constitue le témoin du milieu

b- Lecture:

Retenir les boites contenant un nombre de colonies compris entre 30 et 300.

Les résultats sont exprimés en nombre de germes par « ml » ou « g » de produit selon la

formule suivante :

> colonies

V x D

N : nombre de germe par ml ou g de produit.
> Colonies : sommes des colonies des boites interprétables.
V : volume de I’inoculum. (ml)

D : facteur de dilution considérée.
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5. Incorporation de I’huile essentielle dans le fromage fondu :

L’ensemble des travaux de cette partie est effectué dans la laiterie et fromagerie de
boudouaou a Bomerdes et aux laboratoires de physicochimie et de microbiologie de la
laiterie. (Voir annexe 06). Les analyses sensorielles ont été réalisées au niveau du laboratoire
de la faculte de SNV.

5.1. Fabrication de fromage fondu incorporé de I’huile essentielle d’orange :

L’ajout de I’huile essentielle est effectu¢ au niveau du laboratoire microbiologique
dans des conditions stériles.

Le conditionnement est réalisé manuellement dans des boites aluminium stériles de
100g, emballés avec du papier aluminium et stockés a 4°c

Les trois doses incorporées dans le fromage fondu 0.1ml/100g. 0.5ml/100g. Et
1ml/100g. Sont fixée a partir des recherches des travails précédentes et I’analyse sensorielles

préliminaires. (Zellnar et al., 2010).

5.2. Détermination de ’effet de ’incorporation de I’huile essentiel :

Les effets de I’incorporation de I’huile essentielle sur le fromage fondu ont été évalues par
le suivi de I’évolution des paramétres, physico-chimiques, microbiologiques et sensorielles
Pour cela, des prélevements a partir des échantillons du fromage fondu témoin A (non incorporé),
B incorporé avec0, 1 ml/ 100g, C 0.5 ml/ 100g et D 1ml/100g de I’HE ont été effectués tous les

deux jours & partir du premier jour de fabrication jusqu’a 16 jours de stockage a 4°C.

5.2.1. Analyses physicochimiques :

5.2.1.1. Mesure de pH : (AFNOR1980)

Principe : la mesure de pH de fromage fondu est basee sur la lecture directe de la
valeur du pH sur le pH métre.

Mode opératoire : 1’opération consiste a introduire directement 1’électrode déja

étalonnée dans le produit fini et lire directement la valeur du pH donnée.

5.2.1.2. Détermination de la teneur en matiére grasse (Norme AFNOR, NFV04-
346) :

Principe : il est basé sur la dissociation des protéines du fromage par 1’addition de
I’acide sulfirique et séparation de la matiére grasse par centrifugation dans un butyromeétre de
Van — Gulik.
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Mode opératoire : Dans un butyrométre de Van — Gulik, mettre 3g de fromage,
additionner I’acide sulfurique de maniére qu’il couvre la masse de fromage, en faisant
dissocier les protéines dans un bain marie. Apres la dissociation compléte en rempli la tige
graduée par 1’acide sulfurique, ajoutant 1ml de 1’alcool iso amylique. La séparation de matiere
grasse se fait par centrifugation.

La matiere grasse exprimée en g/100g de fromage est obtenu par la lecture directe sur

I’échelle de butyrometre.

5.2.1.3. Détermination de la matiére séche totale EST : (AFNOR, 1980)
Principe : la détermination de 1’extrait sec total est reposée sur la dessiccation par

I’évaporation de I’eau a + 80°C d’une quantité de fromage fondu. La matiere seche est
exprimée en pourcentage en masse.
Cette expérience est réalisée a 1’aide d’un dessiccateur, ce dernier est équipé d’une balance
et une résistance.
Mode opératoire : on met a I’intérieur du dessiccateur une prise d’essai de 1,2 a 1,5g
de fromage fondu sur une feuille d’aluminium, on regle la température de séchage a 95°C. On
laisse évaporer le fromage pendant quelque minute. Le résultat est inscrit sur I’écran de

I’appareil, ceci indique le pourcentage de I’extrait sec total.

5.2.2. Les analyses microbiologiques :
Selon I’arrété interministériel du 27 /05/1998, les germes recherchés et dénombrés
dans le fromage sont : les coliformes totaux, les coliformes fécaux, Staphylococcus aureus, les

Clostrudiums, les Salmonelles.

5.2.2.1. Préparations des solutions meres et des dilutions décimales :

La solution mere est obtenue en mélangeant dans un flacon vide tarée 10a 15 g de
fromage avec de 1’eau physiologique. Apres homogénéisation, Par la suite, des dilutions
successives sont effectuées jusqu’a 107,

1ml de la dilution 10*™" a été introduit dans un tube & assai contenant 9 ml de I’eau

physiologique pour obtenir la dilution 10-n (Guiraud, 2003).
5.2.2.2. Recherche et dénombrement des coliformes totaux et fécaux :

Le dénombrement des coliformes dans le produit fini met en évidence une pollution

fécale et donc la possibilit¢ d’une contamination par les entérobactéries pathogenes. Ces
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bactéries sont sensibles a la chaleur. Elles sont donc un bon témoin de I’efficacité des
traitements thermiques et/ou d’une ré-contamination. De plus, elles sont en elles-mémes un
facteur de mauvaise conservation ou d’accidents de fabrication. Les coliformes appartiennent
a la famille des Entérobacteriaceae, ce sont des bacilles a Gram ~ non sporulés, aéro-
anaérobies facultatifs, oxydase-, catalase”.

Principe : Les coliformes sont capables de se multiplier en présence de sels biliaires et
capable de fermenter le lactose avec production d’acide et de gaz en 24 & 48 heures a une
température de 37°C. Le milieu utilisé est le milieu désoxycholate contenant les sels biliaires,
le vert braillant comme agents sélectifs, qui inhibent la croissance de la flore secondaire
Gram+.

Mode opératoire : A partir des dilutions décimales, porter aseptiquement 1ml dans une
boite de pétri vide et stérile préparée a cet usage et numéroter. Compléter ensuite environ
15ml de gelose Désoxycholate fondue puis refroidie a 45°C. Faire ensuite des mouvements
circulaires et de va et vient en forme8 pour permettre a I’inoculum de se mélanger a la gélose
laisser solidifier sur paillasse. Les boites seront incubées a 37°C pendant 24 a 48 heures pour
les coliformes totaux et a 44°C pendant 24 a 48 heures, en faisant une premiére lecture apres

24 heures pour les coliformes fécaux.

Lecture : Apres incubation ils apparaissent sous forme de colonies, de couleur rouge
cerise. On retient les boites contenant un nombre de colonies compris entre 30 et 300.
(AFNOR, 1996)

Les résultats sont exprimés en nombre de germes par « ml » ou « g » de produit selon la

formule suivante :

X=N/N.D

X :nombre de germe par ml ou g de produit
N : nombre des colonies.

V : volume de I’inoculum
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5.2.2.3. Recherche et dénombrement de Staphylococcus aureaus :

Il s’agit d’une bactérie commensale de la peau des animaux et de ’homme qui
contamine freqguemment les aliments et peut entrainer des dégradations et des problémes
sanitaires. Leur caractére saprophyte de la peau et de la muqueuse des étres vivants en fait des
agents de contamination par manipulation. Les Staphylococcus appartiennent a la famille des
micrococcaceae. Ce sont des cocci a Gram+, non sporulés, aéro-anaérobies facultatifs,

immobiles, halophiles, coagulase®, protéase”, catalase™

Principe : Le milieu utilisé est le milieu gélosé Baird —Parker qui contient du chlorure
tellurite et une concentration en glycine pour inhiber la force secondaire. Tandis que le
pyruvate et la glycine agissent comme accélérateurs sélectifs de croissance pour les
staphylocoques. Dans ce milieu opaque par la suite de la teneur en jaune d’ceuf, les colonies
de staphylocoques présentent deux caractéristiques diagnostiques :

- Elles donnent naissance par lipolyse et protéolyse a des halos clairs
caractéristiques.

- Laréduction du tellurite en tellure développe une coloration noire.

Mode opératoire : Transférer a 1’aide d’une pipette stérile, 0,1ml de la dilution décimale
10" & la surface d’une plaque de la gélose BP. Etaler soigneusement 1’inoculum 4 la surface
de la gélose en essayant de ne pas toucher les bords de la boite avec un rateau stérile .la boite

sera incubée a37°C pendant 48 heures.

Lecture : Les colonies de Staphyloccocus aureus apparaissent sur le milieu de couleur
noire, brillante, voutée avec une bordure blanche mince entourées d’un halo clair. Pour
confirmer la présence de Staphylococcus aureus quelques tests biochimiques caractéristiques
de I’espéce sont effectués. Les résultats sont exprimés en nombre de germe par « ml » ou
« g » de produit. (AFNOR, 1994).

5.2.2.4. Recherche et dénombrement des clostridium sulfito-réducteur (CSR) :

Il s’agit de bactérie « telluriques » communément rencontrés dans le sol, les eaux des
égouts et I’intestin. Elles peuvent contaminer et dégrader les produits alimentaires dans des
conditions d’anaérobie (conserves). Ce sont des bactéries catalase’, réduisent le nitrate en

nitrite, fermentant le lactose avec production de gaz.
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Principe : Le milieu utilisé est la gélose viande-foie (VF), additionnée de sulfite de
sodium et d’alun de fer, I’action des germes sulfito-réducteur (Clostridium) conduit a la
réduction de sulfite de sodium en présence d’alun de fer en sulfure, donnant des colonies a

coloration noire.

Ces microorganismes ¢tant anaérobie strictes. Pour crée 1’anaérobiose nécessaire a leur

croissance 1’ensemencement doit se faire en gélose profonde.

Mode opératoire : Introduire 2 a 5 ml de la suspension mere dans 2 tubes vides et stériles
et également 1 ml de cette derniére qui va étre complétée par la suite avec 4ml d’eau

physiologique stérile.

Ces 3 tubes sont portés au bain-marie a 80°C pendant 10 minutes, afin d’éliminer les
formes végétatives et de ne laisse que les spores. Les tubes sont aussi tot refroidis a 1’eau du
robinet avant de faire couler aseptiquement la gelose VF fondue et refroidis a 45°C
additionner de sulfite de sodium (5ml) et d’alun de fer (2ml) les tubes sont a nouveau refroidis

a l‘air ambiant et incubés a 37°C pendant 72heures.

Lecture : Les colonies de clostridium sulfito —réducteur apparaissent de couleur noire le

résultat s’exprime par le nombre de spore par « ml » ou « g » de produit.
5.2.2.5. Recherche des salmonelles :

Leur recherche et leur identification permettant de savoir si le produit est dangereux a
consommer ou non. Les salmonelles attaquent spécifiquement la cavité gastro-intestinale qui
va provoquer une diarrhée avec douleurs abdominales. Les bactéries de genre salmonella
appartiennent a la famille des Entérobacteriaceae. (Entérobactérie pathogene) ce sont des
bacilles Gram™ anaérobies facultatifs, habituellement mobiles grace a une ciliature peéritriche,

oxydase’, catalase”, lactose™ H,S".

Principe : La présence de sucre, extraits de levure et de peptone constituent la gélose
Hektoen qui favorise 1I’isolement de bactérie de genre salmonella qui sont enfaite des
Entérobactéries pathogenes, ce milieu est rendu sélectif par la présence des sels biliaires qui
inhibent le développement du proteus. Avant de procéder a I’isolement. Il faut réaliser un
prés-enrichissement dans un bouillon lactosé manitolé tamponné (BLMT) puis un

enrichissement sur le boillon au sélénite acide de sodium et cystéine (SFB).
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Mode opératoire : La recherche des salmonelles se fait en trois étapes :

e Lapremiere étape : pré-enrichissement
Introduire 25ml de 1’échantillon a analyser dans 100 ml de milieu BLMT qui va étre

incubé a 37°C pendant 24 heures.

e Ladeuxieme étape : Enrichissement
Prélever 1 ml de milieu de pré-enrichissement et ensemencer le dans 10 ml de milieu SFB.
Incuber a 37°C pendant 24 heures.
e Latroisiéme étape : Isolement
A partir du milieu SFB positif, ensemencer par stries une boite de pétris contenant la

gélose Hecktoen. L’incubation se fait a 37°C pendant 24 heures.

Lecture : Les salmonelles se présentent sous forme de colonies de 2 a 4 mm de diamétre et
de couleur bleu verdatre avec ou sans centre noire. Les résultats sont exprimés par la présence
ou I’absence de germe (NF En 1SO 6579).

6. Les analyses sensorielles :

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

par rang et le test hédonique.

6.1. Panel

Le panel est constitué de 30 sujets de sexes masculin et féminin ; enseignants,
étudiants en graduation et en post-graduation de notre faculté de science de la nature et de la
vie a Bouira.

Il leur est montré la fagon dont les bulletins seront remplis, en se servant de bulletins
agrandis projetés sur un écran. Nous avons évité de discuter de I'aliment qui sera soumis aux
essais, en expliquant la méthode et les protocoles danalyses utilisées, pour réduire la
confusion et rendre la tache plus facile aux dégustateurs. Il est important qu'ils comprennent
bien les procédures utilisées et la facon de remplir les bulletins afin de participer aux essais

sur la méme base. Il faut recommander aux dégustateurs d'éviter I'utilisation de produits a
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I'odeur prononcée, comme les savons, les lotions et les parfums avant de participer a un panel
et d'éviter de manger, de boire ou de fumer au moins 30 minutes avant de procéder aux essais
(Kehal, 2013).

6.2. Test de comparaison par paire :

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

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

Six paires d’échantillons (AB ; AC ; AD ; BC ; BD ; CD) ont été préparées. Les
échantillons de chaque paire ont été présentés aux dégustateurs dans des gobelets contenant la
méme quantité de produit et codés. Il est demandé aux examinateurs de remplir le bulletin
préalablement établi (annexe 7) et de se rincer la bouche entre chaque paire lors de la
dégustation.

e  Analyses des données
Le nombre des réponses allant dans le sens prévu est totalisé, en se référant a la table de

Roessler, Baker et Amerine pour analyser la signification des résultats (annexe8).

6.3. Test de classement par rang :

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

Présenter un ensemble d’échantillons et demander aux dégustateurs de classer par
rang ces échantillons codés en fonction de l'acceptation en allant du plus acceptable au le
moins acceptable.

Une série de quatre échantillons (le fromage fondu) a été préparée pour chaque
dégustateur, dans des gobelets codés. Tous les échantillons ont été présentés simultanement a
chaque dégustateur dans un ordre au hasard, et ils ont eu le droit de goQter plusieurs fois les

échantillons (annexe9).
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6.4. Test hédonique :
Ce test a été retenu pour évaluer d'une facon générale le degré d'appréciation des
échantillons de fromage en realisant des profils sensoriels pour chaque produit.

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

Les quatre fromages fondus élaborées ont été présentées simultanément dans des
gobelets identiques codeés. Il est demandé aux dégustateurs de remplir les bulletins (annexe
11) en se basant sur ’analyse de la texture, de la couleur, de 1’odeur, du goitt et de 1’ar6me

des produits.
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Résultats et discussion

1. Extraction de I’huile essentielle de ’orange
1.1. Caractéristiques du fruit d’orange utilisé
Le fruit utilisé dans cette étude est I’espece Citrus sinensis de couleur orange, de
forme ovale et de poids moyen de 200 £ 3 g.

L’écorce a une épaisseur de 2 mm son taux d’humidité est de ’ordre de 74, 3 £1.15%.

L’huile essentielle extraite a partir du zeste d’orange par la méthode d’hydrodistillation voir

Annexe 12

1.2. Cinétique d’extraction

Les résultats du suivi de la cinétique sur diagramme (figure 10) sont comme suite :

Rendement d'extraction %
o o o =
H o)} (o] ) N

o
[N}

o

0 50 100 150 . 200 250 300
Temps min

Figure 10 : Cinétique d’extraction de I’huile essentielle d’orange.
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Cette étude de cinétique montre I’existence de trois étapes :

e Une premiere partie relative au chauffage de la matiere végétale et
correspondant a la montée en température au sein du réacteur qui s’étale de 0 a 20
minutes, étape durant laquelle aucune extraction d’huile essentielle ne se produit

e La seconde étape correspond a une extraction plus ou moins rapide de
I’essence selon la technique d’extraction et la matrice traitée ; suite a 1’éclatement
intense des poches schizolysigénes. Cette augmentation s’observe dans 1’intervalle de
temps de 20 a 180 minutes

e Enfin, au cours de la troisieme étape la courbe tend vers un second palier, qui
correspond pour une matrice donnée au rendement maximum possible a étre atteint
dans les conditions expérimentales optimisées. S’observe au-dela de 180 minutes et se
caractérise par un palier ou le rendement d’extraction a atteint un taux constant de
1,4%. Cette stagnation pourrait s’expliquer par 1’épuisement des cellules de 1’écorce
en huile essentielle. Ce résultat est cohérent avec celui obtenu par Himed (2011) ou la
durée d’extraction observée a été de 120 min. A 1’issu de ce suivi, la durée
d’extraction de cette huile a été fixée a 180 min.

1.3. Le rendement en huile essentielle de I’orange

Nous rappelons que I’huile essentielle a été extraite des écorces de 1’orange par un
hydrodistillateur. Nous avons obtenu une huile de couleur jaune pale avec une odeur
aromatique. Le rendement en huile essentielle d’orange est de 1 ,4%.

Ce rendement est supérieur aux rendements obtenus par Blanco Tirado et al. (1995)
et Hellal (2011) qui valent respectivement 0,19% et 0,70 %, mais il est inférieur au rendement
obtenu par Himed (2011) qui est de I’ordre de 2,18%.

Cette différence pourrait s’expliquer par D'effet variétal, la période de récolte, les
conditions environnementales (le climat, la zone géographique, le degré de fraicheur) et la
méthode d’extraction employée. (Bourgou et al., 2012).

Le degre de maturation du fruit influe remarquablement le rendement de I’huile
essentielle. Bourgou et al. (2012) ont constaté que le rendement en HE d’orange augmente au
début puis diminue vers la fin de la maturation.

D’aprés Himed (2011), le mode d’extraction a un impact sur le rendement
d’extraction des huiles essentielles. Le méme auteur a constaté que, en utilisant la méme

variété d’orange .
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Tableau 03 : Les caracteres organoleptiques de I’huile essentielle de I’orange :

Les caracteres
organoleptiques

des huiles Couleur Aspect Odeur Saveur
essentielles
Citrus sinensis Jaune tres pale I__|qu!de Fraiche épicée Fortement
a transparent limpide piquante
Liquide
AFNOR IS0 | "2Une e P2Ie | jinpide fluide | Fraiche épicée | Oroont
3140 a transparen ot mobile piquante

2-Propriétés physico-chimiques

Les résultats de la détermination des parametres physique de I’H. E d’orange, obtenu
par hydrodistillation sont regroupée dans le tableau 04.

Tableau 04 : Propriétés physiques de I’huile essentielle de I’orange

Les indices physiques AFNOR Huile extraite
La densité relative D2o 0,884 0,869
L’indice de réfraction 1,461-1,470 1,462
La m’|SC|b|I|tea - 1V HE /3V Méth
I’éthanol

Ces résultats ont montré que nos huiles sont conformes avec ceux de la norme AFNOR
ISO 3140.

Les résultats de la détermination des propriétés chimiques de I’HE d’orange sont

regroupés dans le tableau ci-dessus.

Tableau 05 : paramétres chimiques de 1’huile essentielle d’orange

Les indices chimiques Huile extraite
Indice d’acide la 6,10+0.65
Indice d’ester le 25 ,80%0.32

Indice de saponification Is 40,067+1.14
Indice d’iode i 80.26+1.02
Indice de peroxyde Ip 6 ,345+0.33
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Nous avons répété nos expériences trois fois pour chaque calcule d’indices

Au vu des résultats obtenu, on observe que les parameétres physiques déterminés se
rapprochent de ceux des normes. La valeur d’indice de réfraction de nos échantillons
correspond aux normes de I’ISO (1999).

L’indice de réfraction (IR) représente aussi un critére de pureté de I’huile essentielle. Il
dépend de la composition chimique des huiles essentielles et de la température. Il indique

aussi la capacité des H.E a réfléchir la lumiere (Hellal, 2011).

La connaissance des indices chimiques donne des indications assez précises sur 1’essence
étudiée, ainsi, ’indice d’iode est lié a 1’état d’instauration des chaines carbonées des acides libres
présentes dans I’HE, d’aprés nos résultats, notre huile essentielle présente une valeur de 80,26+1.02
qui est dans les normes qui sont respectivement de I’ordre de 76 et 101g d’iode / 100g d’HE ;
traduit le caractére insaturé de cette huile essentielle.

L’indice d’acide indique le comportement et la quantité des acides libres présents dans
notre huile. Il peut aussi renseigner sur la susceptibilité de I’huile a subir des altérations,
notamment 1’ oxydation.

D’apres notre résultat, ’huile essentielle d’orange extraite présente une valeur égale a
6,10 £0.65 mg KOH/g d’HE : une valeur qui rentre dans I’intervalle de la norme AFNOR qui
préconise des valeurs entre (4,5-6,5)

L’huile essentielle d’orange extraite a un indice d’ester de 1’ordre de 25,80 £0.32 mg
de KOH/g d’HE a une température de 25°c cet indice est dans les normes AFNOR qui est de
I’ordre de 22 a 28.

L’huile essentielle d’orange montre un indice de peroxyde de 1’ordre de 6,345. Cette
valeur trouve sa place dans I’intervalle des valeurs citées dans les normes. Ce résultat indique

la présence d’une quantité ¢levée de peroxyde dans I’huile essentielle.
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3. L’analyse chromatographique

La chromatographie sous toutes ses formes représente un moyen d’identification et de
séparation tres efficace fréquemment utilisée pour I’analyse qualitative et quantitative des
huiles essentielles.

Cette analyse est réalisée au niveau de laboratoire de département de science
alimentaire a I’INA de El-Harrach.

L’analyse chimique des huiles essentielles a été réalisée par chromatographie en phase
gazeuse couplée a la spectroscopie de masse. Les principaux composants et leurs
pourcentages ont été déterminés ainsi que le temps et les indices de rétention. Les résultats
d’analyse sont consignés dans le tableau 06 et le chromatogramme est illustré dans la figure
11.

3

H

Echail . Hu'le essatielle di0rg)

s Alpa. pinene @
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Figure 11 : chromatogramme de 1’huile essentielle d’orange

L’analyse chromatographique de 1’huile essentielle d’orange permettre d’identifier les

composeés principaux de notre huile qui sont présentes dans le tableau suivant :
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Tableau 06 : les principaux composés de I’huile essentielle d’orange.

Nom des composes Pics N° Tr (mn) Pourcentage
a-pinéne 01 13.45 0.55%
B-pinéne 02 15.73 0.25%
Myrcene 03 16.90 1.14%

Caréne 04 18.11 0.24%
Limonéne 05 19.92 95.21%
Linalol 06 24.56 0.33%
Terpen.4-ol 08 27.08 0.22%
Alpha —Tepéneol 09 33.09 0.20%
Citronellal 10 38.95 0.65%
Citral 11 36.74 0.15%

L’analyse a pu mettre en évidence la présence de 11 composants du volume totale de
I'huile essentielle de 1’orange.
On note la présence de composés principale le limonéne par 95.21% considérer comme le
produit majoritaire de 1’huile d’orange

Et d’autres composés sont également présents dans cette huile, mais a des teneurs

relativement faibles : 0.55% de a-pinéne ; 0.25% de B-pinene ; 1.14% de myrcene ; 0.24% de caréne
; 0.33% linalol ; 0.22% Terpen.4-ol ; Alpha —Tepeneol 0.20% ; Citronellal 0,65% et de 0,15% pour

le citral.
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3-Les activités antioxydants de I’huile essentielle

Une méthode simple, rapide et largement utilisée. L’activité antioxydante des huiles
essentielles de 1’orange et de certains de leurs principaux constituants, a-pinene et limonene
se manifeste via le changement de la couleur de DPPHe entre 1’état oxydée (forme violette) et
I’état réduit (forme jaune), ce qui permet de quantifier le pourcentage d’inhibition de ce

radical en mesurant les variations de 1’absorbance aux différentes concentrations utilisées

(figure 12).
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Figure 12: pouvoir anti-radicalaire de I’huile essentielle d’orange.

D’apres les résultats illustrés dans la figure on remarque que 1’activité antiradicalaire de
I’extrait méthanolique de 1’huile essentielle d’orange est assez important, il a éliminer presque
la totalite des radicaux libres (90% des radicaux libres ont été piégeé)

On remarque aussi que le pourcentage d’inhibition du radical libre augmente avec
I’augmentation de la concentration de I’huile.

Les résultats obtenus (figure 12), indique que le CEso de I’HE d’orange est de 1’ordre de

0,31mg/ml, cette valeur est plus importante que celle de I’HE du citron qui est de ’ordre de
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5,5 mg/ml et celle de la vitamine E qui est de I’ordre de 12,90 mg/ml trouvée par KEHAL
2013.

L’activité antioxydante de I’H.E testée est probablement liée aux composés majoritaires
qui sont principalement le limonene (Misharina et Samusenko, 2008)
Selon Tang et al. (2001), le B-pinéne et le limonene présentent des propriétés antioxydantes
importantes ; ils ont minimisé le taux normal d’une réaction chimique d’oxydation en

piégeant le radical hydroxyle.

» Teneur en composeés antioxydants
La teneur des composes antioxydants sont présentés dans le tableau n :

Tableau 07 : 1a teneur de I’'HE d’orange en composés antioxydants

Echantillon Polyphénols (mg Flavonoides (mg eq de
eg.ac.gallique/qg) qurcétine/ g d’huile)
s .
L h“"le,(‘:i;‘;“gt;e“e de 0.2740.106 1.1740.78

» Teneur en polyphénols totaux

Pour la préparation de notre courbe d’étalonnage de 1’acide gallique, on a utilisé les
concentrations illustrées dans le tableau 08 et la courbe d’étalonnage obtenu est présentée

dans la figure 13.

Tableau 08 : préparation de courbe d’étalonnage de 1’acide gallique.

Dilutions SM s/2 s/4 s/s S/16
CO”‘;‘”;':;"‘“O” 0.,00325 0,0065 0,013 0,026 0,052
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Figure 13 : la courbe d’étalonnage des polyphénols

Les polyphénols sont des composes fortement hydroxyles que 1’on retrouve dans
diverses fractions d’extraits végétaux. Ils ont la capacité d’absorber les radicaux libres dans
les systéemes biologiques. Ce qui fait de ces composés de potentiels agents antioxydants
(Hagerman et al., 1998).

L’analyse qualitative des extraits méthanoliques de 1’huile essentielle d’orange a été
effectuée par des méthodes colorimétriques basées sur 1’utilisation du spectrophotometre UV-
visible par la méthode de Folin-Ciocalteu dont le but est I’estimation des quantités en
polyphénols présentes dans notre “huile.

Les résultats des dosages montrent que 1’extrait méthanolique de I’H.E est a une teneur
en polyphénols qui est de ’ordre de 0.27 mg eq.ac.gallique/g d’huile
(Ecart type = 0.106) cette valeur est supérieur a celle qui été trouvé par HAMA et ASLOUNE
2017 qui est de I’ordre de 3.68 mg eq.ac.gallique/g d’huile

> Teneur en flavonoides

e La courbe d’étalonnage des flavonoides
Tableau 09 : Préparation des dilutions de la quercétrine pour la réalisation d’une courbe

standard des flavonoides (figure 14).

Dilutions SM S/2 S/4 S/8 S/16

Concentration (mg/ml) 0,01 0,02 0,03 0,04 0,05

52



RESULTATS ET DISCUSSIONS

g
=
=
al
-+
Q
=

0,02 0,03 0,04
Quercétine (mg/ml)

Figure 14 : la courbe d’étalonnage des flavonoides

La teneur en flavonoides des extraits méthanoliques de notre huile est exprimés en mg
d’équivalents de Quercétine par g d’huile est de 1.17 EC/100g écart type 0.78, cette valeur est
proche de celle qui été trouver par HAMA et ASLOUNE 2017 qui est de ’ordre de 1.6 mg

d’équivalents de Quercétine par g d’huile.

5. Résultats de I’analyse microbiologique de I’huile essentielle d’orange
Les résultats des analyses microbiologiques du 1’huile essentielle d’orange exprimés en

UFC/ml sont représentés dans le tableau 10.

Figure 15 : Préparation des échantillons de I'huile essentielle d'orange pour lI'analyse
microbiologique (A) dénombrement et recherche des levures et moisissures dans H.E

d'orange/ (B) Dénombrement de FTAM
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Tableau 10 : caractéristiques microbiologiques de I’H.E d’orange

Normes J.O.A

a 9
Germe Echantillon H.E d’orange UEC/ml

Huile pure
Solution meére
Témoin

Les I_eyu reset | Ladilution 10 Absent
MOISISSUres —

La dilution 102

Huile pure
Témoin
les FTAM
Solution mere
10°
La dilution 10 Absent

La dilution 102

La flore mésophile aérobie totale et un bon indicateur de contamination globale, renseigne
sur la qualité hygiénique du I’huile essentielle (GUINOT-THOMS et al, 1995). Selon FARRIS
(2009), une H.E de trés bonne qualité microbiologiques lorsqu’il contient moins de 10° germes
/ml H.E. Cela est di probablement a 1’hygiéne respectée a savoir le nettoyage des mains, le

matériel d’extraction et des récipients.

Les huiles essentielles analysées sont dépourvues de levures et moisissures, donc ils sont

conformes a la norme du journal officiel de la république algérienne (1998) et GUIRAUD (1998).
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6. Elaboration et analyses de fromage fondu incorporés par H.E d’orange
6.1. Choix des doses d’incorporation en huile essentielle

Pour choisir les doses de I’'HE a incorporer dans le fromage fondu, nous avons évalué

ses activités biologiques.

A la base des essais préliminaires sur les analyses sensorielles de deux fromages
élaborés a des concentrations de 0.1% et de 1%, nous avons écarté toutes les
concentrations qui sont supérieures a 1% a cause de l’amertume pergue a cette
concentration, et inférieures a 0,1 du fait de I’absence de la perception de 1’ardme

d’orange.

Pour répondre aux critéres sensoriels et conservateurs de I’huile essentielle, les doses
de 0,1% ; 0,5% et 1% ont été choisies afin de les incorporer dans le fromage fondu. Ce qui
nous a permis d’élaborer trois types de fromage fondu avec 1’échantillon de référence

(fromage témoin de la laiterie et fromagerie Boudouaou LFB).

La recette de fromage fondu de la laiterie

La préparation de fromage consiste a :
e Pesée des matieres premieres : les principaux ingrédients du fromage fondu fabriqué
au niveau de la laiterie et fromagerie de Boudouaou sont :
v 30 kg de cheddar
v 30kg de fromage bloc
v' 2 kg de sel (S9 destinée a la fabrication des denrées alimentaires) et non a la
vente en détail.

v Y de sel de table

<

25 kg de lait en poudre
v' L’eau 42 a 50 litres

Dans des mélangeurs a une vapeur de 85° C (LFB).
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6.2. Les analyses physicochimiques
Les résultats des analyses physico chimiques du produit fini regroupés dans le tableau 11
Tableau 11 : Les principales caractéristiques physicochimiques du produit fini étudie.

Caractéristiques

ohysicochimiques Témoin 0,1% 0,5% 1% La norme
pH 5,82 5,85 5,85 5,94 5,60-5,85
Matiére grasse (g/l) 169/1 1554/l 169/1 15¢/1 169/1
Extrait sec totale (g/l) 40% 43,26% 4597% | 48,86% 40%

Les résultats correspondent au pH du produit fini. Il est de 5,85 pour les taux de 0.1%
et 0.5% ce qui répond aux normes alors qu’il est un peu élevé dans le taux de 1% (5,94) cette

petite augmentation liée a I’huile essentielle présent dans notre produit ;

Le taux de matiére grasse est varie entre 15-16 g/l cette valeur est conforme a la
norme

L’extrait sec total il est de I’ordre de 43.26 % pour le 0.1%, de 45.94% pour le 0.5% et 48.86%
pour le 1%, cette petite différence est due probablement a 1’ajout d’huile essentielle Le taux de la
matiere grasse et de I'extrait sec est tres important dans la fabrication du fromage car les lipides du
lait se caractérisent par la présence des acides gras a chaine relativement courte qui peuvent étre
absorbes par un mécanisme plus simple que celui des acides gras a chaine longue

La matiére grasse du lait joue un réle essentiel dans le développement du gout mais aussi de la texture du
fromage. (ANONYME, 2013).
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6.3. Caractéristiques microbiologiques
Les résultats des analyses microbiologiques du notre produit fini exprimes en UFC/ml
sont représentés dans le tableau 12.

Tous les résultats obtenus sont conformes aux normes de la directive du control officiel
(DQ/SVHA/N83 n8088 du 21 Juillet 1983). On peut noter que nos produits sont de qualité

satisfaisante et conformément aux exigences des consommateurs.

Tableau 12 : Résultats d’analyse microbiologiques de produit fini

Les échantillons Normes
J.O.A

e UFC/ml

Témoin | 0.1% | 05% | 1%

Coliformes totaux

0 0 0 0 2. 108
Coliformes fécaux 0 0 0 0 103
Staphylococcus aureus Absent | Absent | Absent| Absent Absent
Clostridium sulfito- réducteur 0 0 0 0 <50
Salmonelles Absent | Absent | Absent | Absent Absent

7.3.1. Les coliformes totaux et fécaux
L’analyse microbiologique ne révéle qu’aucune contamination des échantillons en
coliformes totaux et fécaux. Selon LARPENT (1990), la présence des coliformes totaux

n’est pas obligatoirement une indication directe de la contamination fécale.

La présence des coliformes fécaux est considérée comme un indice de contamination fécale, il
s’agit plutot de marqueurs de mauvaise maitrise d’hygiene ainsi qu’a la mauvaise manipulation
(GUIRAUD et ROSEC, 2004).

Donc en peut dire que nous avons respecté toutes les conditions de manipulation et de

sécurité hygiéniques durant le travail.

7.3.1. Les Staphylococcus aureus
Pour les Staphylococcus aureus nous constatons 1’absence totale de ce germe dans le
fromage analysé. Selon BELARBI (2015), la bonne conduite d’hygiéne au moment de la

production rend notre produit exempt de Staphylococcus aureus.
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7.3.2. Les Salmonella
Les résultats de la recherche de Salmonella indiquent leur absence dans le fromage
analysé. Notre résultat concorde avec celui de BELARBI (2015), SRAIRI et HAMAMA

(2006), AFIF et al, (2008) et MARCO et NDIAYE (1991). L’absence de Salmonelle est un

bon indice de 1’état sanitaire satisfaisant de matériel de travail.

7.3.3. Les Clostridium sulfito-reducteurs
Le fromage analysé est dépourvu de Clostridium sulfito-reducteur, donc il est conforme a

la norme du journal officiel de la république algérienne (1998) et GUIRAUD (1998).
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7.3.1. Suivi de I’évolution de la qualité microbiologique de fromage élaboré en
fonction de temps
Le suivi de la qualité hygiénique de notre produit est effectué visuellement voir les figures

apres 5 jrs :

I’échantillon 0.5% I’échantillon 1%

Figure 16 : les Quatre échantillons de fromage fondu aprées Cinque jours de leur préparation.
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Apres 10 jrs :

I’échantillon 0.5% I’échantillon 1%

Figure 17 : les quatre échantillons de fromages fondus apres 15 jours de leurs

préparations.

On remarque un développement de germe d’apres les 10 jrs durant la durée de stockage ce
qui traduire par la capacit¢ de I’huile essentielle d’orange a prolonger la date limite de

consommation de notre fromage.

L’huile essentielle d’orange a pu jouer le role d’un conservateur dans le fromage fondu a des
concentrations de 1%, et elle a pu prolonger la date de consommation du fromage a sept et dix
jours respectivement.

La date limite du témoin étant de quatre jours seulement.
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En effet CONNER (1993), a montré que les huiles essentielles d’orange révélent une forte
capacité inhibitrice contre divers microorganismes pathogenes et d’altération dans différents
aliments.

Les huiles essentielles d’orange sont également capables d'inhiber la croissance de bactéries
résistantes comme : Streptococcus pneumoniae, Salmonella typhimurium,

Salmonella entereditis et Staphylococcus aureus (SHINET et al. 2005).

6.4. Les analyses sensorielles

7.4.1. Test de comparaison par paire

Les résultats du test de comparaison par paire sont consignés dans le tableau 13 au moyen
du tableau statistique de I’annexe, la valeur critique était de 17. Pour le test de différence, tous
les membres du panel ont pu détecter la différence significative (nombre de réponses juste =
21 > 17) entre les six paires d’échantillons des fromages et cela indique que I’incorporation de
I’HE a des concentrations différentes (A =0 %, B=0,1 %, C =0,5 % et D = 1%) a permet de
donner des produits significativement différents.

Le seuil d’aromatisation a été analysé et les résultats obtenus montrent que seules les paires
(A-B), (A-C), (A-D) présentent une différence significative d’aromatisation le nombre de
détection de différence d’aromatisation = 21 en indiquant que chaque ajout de I’HE induit une
perception d’aromatisation par rapport au témoin méme a faible concentration (0,1%). Quant
aux deux autres préparations (le 0.1% et 0.5%), la détection de la différence d’aromatisation
n’a pas été significative et le degré d’aromatisation a été¢ percu indifféremment. Par contre

pour le 1% qui leur a paru plus aromatiser et un petit peu amer.
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Tableau 13 : Résultats du test de comparaison par paire

Paire Réponse juste ; difference = Produit aromatisé = Produit préféré
A-B 21 21 12A-9B
A-C 21 21 18A-3C
A-D 21 21 19A-2D
B-C 21 18 16B-5C
C-D 21 11 19C-2D
B-D 21 19 20B-1D
Vfal_eur 17 17 17
critique
il yaune
: il y a une différence différence
Conclusion A : R Il y’aune
S|gn|f|cat|\$r[£ur les six 5|Igersn;|car1tG|r\T/]eié[;ce);Jr différence entre
P pr les 6 paires
paires

7.4.2. Test de classement par rang

Nous avons demandé aux dégustateurs de classer les quatre préparations de fromage
élaborées (A =0 %, B =0,1%, C = 0,5 % et D = 1 %) en termes d'acceptabilité sans donner
d'égalité, en donnant a chaque échantillon une cote différente méme s'ils semblaient
comparables.

L'échantillon auquel on accordait le godt le plus acceptable se voyait donner la cote 1,
le suivant la cote 2 et celui qui paraissait le moins acceptable la cote 3 et le dernier la cote 4.
Les cotes de classement données a chaque échantillon par les 21 dégustateurs ont été

récapitulées dans le tableau ci-dessus.
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Tableau 14 : Résultats du test de classement par rang des fromages élabores

Dégustateur A B C D
1 1 2 3 4

2 1 2 3 4

3 2 1 3 4

4 1 2 3 4

5 2 1 3 4

6 3 1 2 4

7 3 1 2 4

8 4 1 3 2

9 2 1 4 3

10 2 1 3 4

11 1 2 4 3

12 3 1 2 4

13 1 2 3 4

14 2 1 4 3

15 4 1 2 3

16 3 2 1 4

17 2 1 4 3

18 1 2 3 4

19 1 2 4 3

20 2 3 1 4

21 1 3 2 4
Totaux des classement 42 33 59 76

Valeur critique 22

La valeur critique, calculée pour 21 dégustateurs et 4 échantillons au seuil p < 0,05,

est de 22 d’apres le tableau de I’annexe 08.

La concentration de 1% en HE a donné un produit significativement declasse par
rapport au témoin.

La concentration de 0.1% est la plus acceptable par rapport aux autres concentrations
et aussi par rapport au témoin avec une différence de 9 dégustateurs.

Les degustateurs ont classé les quatre préparations de fromage par ordre de préférence
selon I’intensit¢ du golt en attribuant le premier rang au(B), suivi par Le témoin A en
deuxiéme rang et la concentration C (0.5%) en troisiéme rang. Et enfin le fromage fondu le

plus aromatisée (D) a 1% se voyait en quatrieme rang.
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100%

90%

80%

70%

60% B Trés
50% - mauvais
40% Moyen
30% =

20%

10% -

0% -

Figure 18 : le classement des échantillons par rang selon les dégustateurs

7.4.3. Test hédonique

Les figures rassemblent les profils sensoriels des quatre échantillons de fromages
préparées a différentes concentrations de I’huile essentielle d’oranges (A : témoin 0 %, B : 0,1
%, C : 0,5 %, D : 1%) avec différentes étapes qu’ils sont :

v’ Latexture

v' L’odeur

v' Legolt

v' L’ardbme

Nous constatons que les membres du panel de dégustation pergoivent que les
caractéristiques sensorielles décrivant 1’arome et 1’odeur d’orange ont été plus intenses dans
tous les fromages contenant I’huile essentielle d’orange. Et une petite différence remarquable

a été soulignée pour les autres attributs.
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La texture

Les résultats d’appréciation de la texture de nos quatre échantillons se présenté sous formes

de pourcentage dans le tableau 15.

Tableau 15 : les résultats de test hédonique de fromage fondu sur la texture

Parametres Appréciation Grasses et Onctueux et Souple et
sensoriels crémeux fin fluide
Le code
d’échantillon
° 0% 46.66% 30% 23.33%
|-
§ 0.1% 43.33% 33.33% 23.33%
[<5]
o 0.5% 50% 36.33% 13.33%
1% 50% 40% 10%
60.00%
50.00%
40.00%
B Grasses et crémeux
30.00% ,
B Onctueux et fin
20.00% = Souple et fluide
10.00%
0.00%
0% 0.10% 0.50% 1%

Figure 19: les résultats de 1’appréciation des produits selon la texture.
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L’odeur et I’arome
Les résultats d’appréciation de I’odeur et de I’ardme de nos quatre échantillon (0% le

témoin, 0.1%, 0.5% et le 1%) sont présentés sous formes de pourcentage dans le tableau 16

Tableau 16 : les résultats de I’appréciation de 1’odeur de nos fromages par les dégustateurs

Parametres Appréciation Fromage Orange De rance
sensoriels
Le code
d’échantillon
- 0% 100% 0% 0%
© 9
5 & 0.1% 55% 45% 0%
T s 0.5% 40% 60% 0%
~ 1% 10% 90% 0%
120%
100% -
80% -
B Fromage
60% -
m Orange
40% - de rance
20% -
O% I T T T 1
0% 0.10% 0.50% 1%

Figure 20: les résultats de I’odeur et I’aréme de nos échantillons.

Le golt
Les résultats d’appréciation de gott de nos quatre échantillon (0% le témoin, 0.1%, 0.5% et

le 1%) sont présentés sous formes de pourcentage dans le tableau 17.
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Tableau 17 : les résultats de 1’appréciation de gout de nos échantillons.

Parametres Appréciation Salé Sucré Amere
sensoriels
Le code
d’échantillon
0% 18% 0% 0%
o
3 0.1% 10% 1% 0%
(@]
@ 0.5% 12% 2% 8%
1% 10% 5% 85%

90%

80%

70%

60%

50% m Salé

40% W Sucré

30% H Amere

20%

10% -

0% -
0% 0.10% 0.50% 1%

Figure 21 : les résultats de gout de nos échantillons.

Ces résultats permettent de conclure que les taux d’incorporation de I’HE choisis dans le
fromage fondu, modifient I’ardme et I’odeur, sans toucher aux caractéristiques de la texture et
de la couleur.

Le degré d’acceptabilité de ces fromages avec de ’HE d’orange aupres des dégustateurs
est maintenu, et cela du fait qu’il n’y avait une différence significative pendant le classement

des quatre fromages fondus étudiées.
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Conclusion

En raison de [Iutilisation de I’huile essentielle d’orange en technologie
agroalimentaire cette étude visait 1’incorporation de I’huile essentielle d’orange, dans un
produit laitier le fromage fondu pour évaluer son effet antibactérien, antioxydant,

conservateur et aromatique.

Au cours de cette étude, nous avons pu dégager les conclusions suivantes :
L’extraction de I’huile essentielle d’orange obtenu par hydrodistillation au laboratoire des

analyses au sein de faculté SNV avec un rendement de 1.4%.

Les propriétés physicochimiques telles que les propriétés organoleptiques, le pH, la
densité, I’indice de réfraction et la miscibilit¢ a I’éthanol et les indices chimiques sont

conformes aux normes AFNOR.

L’évaluation de I’activité antioxydant de 1’huile essentielle d’orange par les méthodes
de réduction du DPPH?" et la quantification de polyphénols, flavonoides et quelques composés
CPG/SM, a montré que cette huile essentielle posséde un pouvoir antioxydant important,et
une teneur en polyphénole, flavonoides et limonene de 1’ordre 0.27mg eg.ac.gallique/g, 1.17
mg de quercétine /g d’huile et 95.21% respectivement, et donc son emploi dans le fromage
peut constituer un moyen possible de prévention de 1’oxydation et de protection de notre

fromage.

La microbiologie de I’huile essentielle d’orange a montré que notre huile extraite est
dépourvue des FTAM et des levures et moisissures ce qui nous permettre de I’incorporer dans

le fromage fondu a des différentes concentrations (0.1%,0.5% et 1%).

Nous n’avons pas pu appliquer des doses €levées de I’huile essentielle dans le fromage
fondu (> 1%), puisqu’elles affectent les proprietés organoleptiques en donnant un godt amer

au produit.

Les résultats des analyses physico-chimiques et microbiologiques des fromages fondus
élaboreées, sont conformes aux normes et le suivi visuel de la qualité hygiénique montre que la
présence de I’huile essentielle aux différentes concentrations peut prolonger leur durée de

conservation jusqu'a 10jrs.

Les résultats des analyses sensorielles montrent que I’incorporation de 1’huile essentielle

dans le fromage fondu, pour des concentrations de 0,1% et 0,5%, n’entraine aucune différence

69



CONCLUSION

significative de point de vue aromatisation, et donnent des produits classés indifféremment
avec le témoin. Seul le taux d’incorporation de I’huile essentielle de 1% a déclassé
significativement le produit par rapport au témoin en quatrieme rang, les dégustateurs préferent

le produit qui contient une concentration de 0.1% et le classe en premier rang.

Méme si ce travail a permis d’étudier les caractéristiques biologiques de I’huile
essentielle de I’orange et d’explorer la possibilité de son utilisation comme agent conservateur
et aromatique dans le fromage fondu, beaucoup de questions mériteraient d’étre traitées, donc
il est souhaitable :

- D’évaluer I’activité antimicrobienne de 1’huile essentielle d’orange par I’isolement des
souches bactéerienne.
- Evaluation de I’activité antioxydante de I’huile essentielle d’orange par le test de

blanchissement du -caroténe.
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Annexe n°1

Tableau : Classification des différents types de fromages et micro-organisme utilisées

dans leurs fabrications.

Type de fromage Description Micro-organismes Réferences
utilisés
Fromages a pate Fromages peu égouttes Lactococcus lactis, Cliamba et

Fraiche

qui n’ont pas

été affines il y ’a juste
coagulation

des protéines du lait sous
I'effet des

ferments lactiques

(acidification).

Lactococcus lactis
cremoiis, Lactococcus
lactis diactylactis.

Irlenger, 2004

Fromages a pate
Ferme

Constitues d’une pate
compacte,

renfermant un peu moins
d'eau que

les fromages frais, mais
contenant

plus de sels minéraux
dont les sels

de calcium notamment.
Dans cette

catégorie, on distingue :
- les fromages a pate
ferme non

cuite (Edam, Saint-
Paulin, etc."}

- les fromages a pate
ferme cuite

(Gravere. Conti. etc.)

Lactococcus lactis
cremoiis, Streptococcus
thermophilus,
Lactobacillus casei,
levures, moisissures
diverses.

Pareute et
Cognn. 2004
Yildiz. 2010

Fromages a pate molle

Fromages ayant subi un

Lactococcus lactis,

Brauger, 2012

affinage Lactococcus lactis Yildiz. 2010
relativement prolonge cremoiis, Streptococcus
(protéolyse et tiiof mophilus,
lipolyse intenses par la Brevibacterium linens,
flore de Geotrichum candidum,
surface) apres une Pénicillium
fermentation
. camemberts,levures
lactique
(ex. Camembert)
Fromages a pate persillée Fromages affines, a Lactococcus lactis, Settainu et

moisissures

interne (es. Roquefort).
llya

développement interne
de Pénicillium

roqueforti grace a
I'action de leuconostoc et
des

levures qui produisent
une ouverture

et une petite quantité

Lactococcus lactis
cremosis, Streptococcus
tiler mophilus,
Leuconostoc,
Pénicillium

roqueforti, levures.

Mosclietth 2010




d’éthanol.

Fromages fondus

Constitues d’un mélange
de fromage(s), de beurre,
de creme et de lait,
pasteurise (95 °C) soit
stérilise (125° C).
Appelés aussi fromages
remaniés, ils sont de
nombreux types

dont certains sont
obtenus aprés
récupération des
fragments de fromages a
pate ferme tel que le
Gruyere et qui
présentent certains
défauts.

En realité, il s'agit plus
d'une dissolution suivie
d'une dispersion

de protéines dans I'eau
que d'une fonte qui
correspond au sens
physico-chimique du
terme, ala
désintégration d'une
structure solide
cristalline par I'apport
d'énergie thermique ou
I'exercice d'une pression.

Pas d'ajout de ferments
lactiques

Boutounier,
2012




Annexe n° 2

Composition moyenne du fromage fondu pour 100 g de produit frais (FREDOT,

2006)

Eau % 50
Energie (Kcal) 330
Glucides (g) 2,5
Lipides (g) 30
Protéines (g) 17
Calcium (mg) 150
Phosphore (mg) 645
Magneésium (mg) 18
Potassium (mg) 100
Sodium (mg) 1100
Zinc (mg) 7




Annexe 03

Réception eau

potable

Réception
cheddar

ll

Réception sels
de fonte

U

J

Réception
emballage

l

Réception
cartons

Réception eau
adoucie

J

Eau de
process

Cheddar

Sels de fonte

|

Stockage 6° C

L

Pesage

Boites
métalliques

ambiante

Stockage a T°

1

Broyage

Mélange

J

fonte

Pesages des sels de

i

Bac de lancement

il

Préchauffage 85-95°C /5min

iy

Stérilisation140°C /2sec
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Les indices de Kovats des étalons des H.E analysés sur colonne DB5 Au laboratoire

Annexe n° 4

de Technologie Alimentaire de L’ENSA- EX INA

Constituants Formule Tr Indice de Alcanes Tr
Kovats

Mn Des Alcanes
Alpha.Thujéne 13.05 929
A.Pinene C10H16 13.90 937 Cc9 11.94 mn
Camphéne C10 H16 14.74 941 C10 18.05 mn
Sabinene 16.82 970
B.Pinéne C10H16 16.57 971 Cl1 25.04mn
Myrcene 17.85 986
Carene C10H16 18.74 1007 C12 32.24 mn
a.terpinene
P.Cymene 20.60 1027
Limoneéne C10H16 20.24 1027 C13 39.30mn
Eucalyptol (Cineol) | ------- 20.67 1028 Ci14 46.04 mn
y.Terpinene 22.80 1057
Linalool | - 25.20 1099 C15 52.510
Camphre 28.26
Borneol C10H1801 30.01 1164 C16 5863 mn
Menthol | ---- 30.55 1171 C17 64.45 mn
A.Teérpéneol C10H1801 31.83 1189 C18 69.98 mn
Anis-Aldehyde | - 34.40 1207 C19 75.25 mn
Citonellol | === 34.40 1201 C20 79.27 mn
Nérol | - 34.76 1229 c21 84.04 mn
Acétate de Linalyl | ---------- 34.79 1244 Cc22 88.68 mn
Citral | - 37.36 1246 C23 93.00 mn
Thymol | - 39.07 1287 C24 97.21 mn
Carvacrol 41.01 1334




Eugenol | - 43.43 1353 C25 101.27 mn

Acétate de Géranyl 45.08 1377

Nerolidol 54.85 1519

Méthode de calcul des indices de Kovats : IK
Tr (A)— Tr(Cn)

IK=100n+ 100 x

Tr [F(n+1ﬂ - [Trcﬂ

Ou : IK est I'indice de Kovats.

n est le nombre de carbone de I'alcane précédant immédiatement le composé étudié.

Tr (A) est le temps de rétention du composé étudié.

Tr (Cn) est le temps de rétention de I'alcane précédent immédiatement le composé étudié.

Tr C(n+1) est le temps de rétention de l'alcane a n+1l atomes de carbone suivant
immédiatement le composé.

Exemple de calcul d’un indice

Produit inconnu

Tr(mn) 24.35

Alcane inferieur ATcane supérieure
C14H30 C15H32
Tr(mn) 23.59 tr(mn) 26.14
24.35-23.59
IK = (100x14) + 100x = 1430

26.14-23.59




Annexe 05
La préparation de la courbe d’étalonnage des poly phénols :
Mode opératoire :

1- On pése 0,0214g d’acide gallique
2- On va dissoudre dans 20ml de méthanol, soit une solution S1
3- Diluer la solution mére comme suit :
- Prélever 5 ml de la solution mere puis ajouter 5 ml de
méthanol et I’on obtient la dilution S/2.
- Prélever 5 ml de la solution S/2 puis rajouter 5 ml de
meéthanol et I’on obtient la dilution S/4.

Tracgage de la courbe d’étalonnage d’acide gallique :

1- Prélever 1 ml de chaque dilution d’échantillon dans des tubes a essais :

2- Ajouter 1 ml de réactif de Folin — ciocalteu.

3- Aprés 5 minutes, ajouter 10ml de carbonate de sodium

4- Ajouter 250 ml d’eau distillée

5- Laisser et incuber pendant une heure a température ambiante et a 1’abri de
la lumiére
La lecture des absorbances se fait a 750 nm.
Les résultats sont exprimés en mg d’EAG/100g.



Annexen°6

Présentation de la Laitiéere Fromagerie de Boudouaou

La Laitiere Fromagerie de Boudouaou est une entreprise crée en 1975 et
commenceé sa production en 1978 .Elle est située & CITE BENAJEL Boudouaou (
W. Boumerdes ) et s’étale sur un surface totale de 7,4 HA dont 1,8 HA construits .
Equipements industriels et utilitaires moyens de distribution et de stockage sous froid.
L’entreprise dispose aussi d’un laboratoire d’analyse pour réalisée les controle

physico-chimique et microbiologique des déférents produits fabriqués.

LFB est une groupe industrielle assure la production et la commercialisation du
lait et des produits laitiers (poudre de lait, des fromages dont le fromage fondu
pasteurisé, fromage fondu stérilisé, le fromage a pate presse non cuit de type EDAM,

créme fraiche et leben).

al\a=9= 3....\0
— o P 22

SPA

Laiterie Fromagerie
de Boudouaou



Annexe 07

Annexe n07 : Bulletin du test de
comparaison par paire

Date :
Nom :
But de ’essai :
Critere en essai

N° Dégustateur :

Paires en essai

Y a-t-il une
différence ?

Quel est
I’échantillon
le plus aromatisé ?

Quel est I’échantillon
préferé ?

Code n° /code n°

Oui

Oui

Oui

Oui

Oui

Oui

Non

Non

Non

Non

Non

Non

OBV AL ON & et e e




Annexe 08

Annexe 08: Table de Roessler, Baker et Amerine pour les tests de comparaison par
paire

DEGUSTATEUR DIFFERENCE PREFERENCE

5% 1% 0, 1% 5% 1% 0,1%
7 7 7 R 7 } -
8 7 8 - 8 8 :
9 8 9 - 8 9 §
10 9 10 10 9 10 :
11 9 10 11 10 11 11
12 10 11 2 10 11 12
13 10 12 13 11 12 13
14 11 12 13 12 13 14
15 12 13 14 12 13 14
16 12 14 15 13 14 15
17 13 14 16 13 15 16
18 13 15 16 14 15 17
19 14 15 17 15 16 17
20 15 16 18 15 17 18
21 15 17 18 16 17 19
22 16 17 19 17 18 19
23 16 18 20 17 19 20
24 17 19 20 18 19 21
25 18 19 21 18 20 21
30 20 22 24 21 23 25
35 23 25 27 24 26 28
40 26 28 31 27 29 31
45 29 31 34 30 32 34
50 32 34 37 33 35 37
60 37 40 43 39 41 44
70 43 46 49 44 47 50
80 80 51 55 50 52 56
90 54 57 61 55 58 61
100 59 63 66 61 64 67




Annexe n° 9

Bulletin du test de classement par rang

FICHE DE TEST DE CLASSEMENT

N° Dégustateur :

Code Classement




Annexel0

Annexe n° 10: Différences des sommes de classement par rang absolu critiques pour
les comparaisons de «tous les traitements» a un seuil de signification de 1 %

nombre d’échantillon
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Annexe 11

Annexe n° 11: bulletin pour le test hédonique avec un bareme de notation allantde 1 a9

FICHE DE TEST HEDONIQUE

N° Dégustateur :

Veuillez examiner et godter chaque échantillon de fromage, et donnez une note de
1 a 9 selon I’intensité du caractére.

Echantillon

Liquide

Grasse
Texture

Crémeux

Onctueuse

Fluide

Fine

Souple

Nappent

Couleur Jaune

Levuré

Fromage

Herbe vert

Odeur Fruit sec

Orange

De rance

Golt Acide

Salé

Sucré

Ameére

Fromage

Ardéme Orange

Noisette

Lait cru

Fruit sec




Annexe 12

Décou_page de I’écorce d’orange Matériel végétal (zeste d’orange
en petit fraament nour brovaae récupéré aprés broyage.

Extraction d’huile essentielle Huile essentielle
a partir du zeste d’orange par d’orange extraite

hydrodistillation




Annexe 13

Pycnometres remplis avec : (A) H.E d’orange / (B) vide / (C) eau distillée, pour la

détermination des parametres de densité relative

Résultats de la lecture des
levures et moisissures apres 5
jrs

Résultats de la lecture de la
recherche des FTAM apres
72h




Annexe 14

Résultat de la lecture de taux de Résultat de la détermination de
matiére grasse de fromage élaborés I'extrait sec total des fromages
par un butyrométre élabores

Résultat de recherche et dénombrement

de Staphylococcus aureaus



Annexe 15

Résultats de la recherche de Salmonella (1. Etape de pré. Enrichissement / 2 Etape

d’enrichissement / 3. Etape d’isolement)

Résultats de La lecture des boites de coliformes totaux
(2 37°C apres 48h) et les coliformes fécaux (a 44°C apreés 48h)



Reésumé :

L’objectif de notre étude est de mettre en évidence le role conservateur et aromatisant de I’huile essentielle
d’orange sur le fromage fondu afin de diversifier les différents types de fromages deja existants. L’huile essentielle a
été extraite par hydroditillation, le rendement obtenu est équivalent a 1.4%.Cette huile a montrer une activité
antioxydant trés important (inhibition de presque 90% de radical libre) et une teneur en polyphénols, flavonoides et
limonéne de I’ordre de 0.27+0.106 mg eg.ac.gallique/g, 1.17+0.78 mg eq.de .gallique/g d échantillon et 95.21%
respectivement. L huile essentielle d’orange a été incorporé aux concentrations de 0.1% ,0.5 % et 1% au fromage
fondu.

Les résultats de la qualité hygiéniques des fromages ¢laborés ont montré que I’ajout des huiles essentielles de
I’orange au fromage fondu peut jouer un réle d’un conservateur dans le fromage a des concentrations de 0.1 ,0.5 et 1
ml/100g et il peut prolonger la durée de consommation de fromage fondu a sept et dix jours respectivement. La date
limite de fromage fondu non incorporé étant de Cinque jours seulement.

Sur le plan sensoriel, I’incorporation de I’huile essentielle dans le fromage fondu a des concentrations de 0,1%
et 0,5% n’entraine aucune différence significative du point de vue aromatisation, et donnent des produits classés
indifféremment avec le témoin. Le taux d’incorporation de I’huile essentielle de 1% a déclassé significativement le
produit par rapport au témoin en troisiéme rang, en donnant 1’odeur et I’arome d’orange.

Mots clés : huile essentielle, fromage fondu, antioxydant, plan sensoriel.
Abstract :

The objective of our study is to highlighting the conservative and flavoring role of the essential oil of orange on
the processed cheese. In order to diversify the different types of cheese already existing.

This essential oil was extracted by hydroditillation, the yield obtained is equivalent to 1, 4%. This oil has a very
important antioxidant activity (inhibition of almost 90% of free radical) and a content of polyphenols, flavonoides
and limonene of the order of 0.27+0.106 mg eq.ac.gallique/g, 1.17+£0.78 mg eq.de .gallique/g of échantillon and
95.21% respectively.

The essential oil of orange has been incorporated at concentrations of 0.1% ,0.5% and 1% of the processed
cheese. The hygienic quality results of elaborate cheeses have shown that the addition of essential oils from orange ti
cheese can play a role of a preservative in cheese at concentrations of 0.1 , 0.5 and 1 ml/100g and it can extend the
duration of consumption of processed cheese to seven and ten days respectively.

The deadline for uncorporated processed cheese being only five days.

At the sensory analysys, the incorporation of the essential oil into the melted cheese at concentrations of 0, 1% and O,
5%, causes no significant difference from the point of view of aromatization ,and gives products classified
indifferently with the witness. The rate of incorporation of the 1% essential oil significantly downgraded the product
compared to the third rank control , giving the smell and aroma of orange.

Keywords: essential oil, melted cheese, antioxydant, sensory analysis
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