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Parmi  les métabolites secondaires des végétaux, les huiles essentielles sont les plus étudiées  et  

ont suscité, ces dernières années,  un intérêt croissant dans de nombreux domaines 

pharmaceutique, agroalimentaire et cosmétique, notamment  par leurs propriétés antioxydante et 

antimicrobienne (Bakkali et al., 2008). La dynamique de marché des huiles essentielles est 

soutenue par une demande sans cesse croissante en ingrédients naturels, ce qui a poussé  les 

industriels des secteurs agroalimentaire, cosmétique et pharmaceutique davantage à les intégrer 

dans leurs formulations. La substitution d’un produit de synthèse par une huile essentielle permet 

d’accroître la valeur ajoutée (Kerdudo et al., 2014).  

En parallèle, l’application des huiles essentielles aux denrées alimentaires se confronte à  

plusieurs contraintes. D’une part, elle ne peut être envisagée que si la caractérisation de ces 

substances naturelles est réalisée. Celle-ci passe par la connaissance de la composition chimique, 

qui constitue un facteur déterminant en vu de leur utilisation ; et la mise en évidence  des 

propriétés  de ces substances naturelles qui nécessite la mise en œuvre de diverses techniques 

analytiques qui permettent d’apprécier leur qualité. D’autre part,  l’utilisation industrielle des 

huiles essentielles doit faire face au  problème de la variabilité de leur composition et leur 

instabilité au stockage ainsi que leur volatilité (Li et al., 2014). Actuellement, on reconnait que la 

maitrise de la température, la lumière et la disponibilité en oxygène ont un impact prépondérant 

sur la préservation de l’intégrité des huiles essentielles (Turek et al., 2013). Certaines techniques 

permettent de réduire l’effet de ces problèmes qui conditionnent l’utilisation industrielle de ces 

huiles, notamment l’encapsulation. 

L’encapsulation est l’une des techniques couramment utilisées. Elle  permet d’immobiliser les 

composés volatils des huiles essentielles, de stabiliser cette dernière et de la protéger contre la 

lumière, l’oxygène et la température ainsi que de moduler sa libération en prolongeant son profil 

cinétique (Michael, 2009). Par conséquent, ce procédé a tendance à protéger et préserver les 

activités biologiques de ces huiles. En outre, mettre en action ces vertus dans le produit 

alimentaire. 

La  margarine est une émulsion eau dans l’huile. Sous sa forme standard, elle est constituée de 

deux phases essentielles grasse et aqueuse et contient 2% d’additifs hydro et liposolubles 

(Karleskind , 1992).  L’oxydation des lipides est une cause majeure de sa dégradation lors de sa 

fabrication et de sa conservation, elle affecte les acides gras insaturés présents. Les 

recommandations nutritionnelles conseillent d’augmenter la part relative des acides gras 

polyinsaturés (AGPI) dans la ration en raison notamment de leur rôle dans la prévention de 
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pathologies du système cardiovasculaire et de l’obésité (Martin, 2001). Or la présence dans la 

margarine de ces AGPI particulièrement sensibles à l’oxydation pose le problème de la maîtrise 

de la stabilité de tels systèmes (Villière et Genot, 2006). La conséquence la plus perceptible de 

l’oxydation des lipides est l’apparition d’odeurs et de flaveurs désagréables. Ces odeurs 

conduisent souvent au rejet du produit par le consommateur (Prior, 2003). 

Le dioxyde de silicium amorphe est un additif alimentaire naturel cité dans la liste des additifs du 

Codex Alimentarius. Il est utilisé dans les produits alimentaires comme un antiagglomérant sous 

le code E551. Paseta et al. (2016) ont signalé sa  bonne capacité à encapsuler les huiles 

essentielles, utilisées dans le traitement des eaux de piscine. Ce constat nous  a  laissé penser sur  

la possibilité de l’exploiter en industrie agroalimentaire et en particulier celle de la margarine. 

Dans ce contexte, le principal  objectif ciblé dans ce travail est  de tester  les huiles essentielles 

encapsulées  du citron  dans le dioxyde de silicium amorphe afin de pallier au problème de leur 

instabilité, et les appliquer  dans la margarine allégée.  

Pour atteindre cet objectif, il nous a semblé nécessaire de procéder  expérimentalement à : 

- l’analyse de la composition chimique et l’évaluation des activités biologiques des huiles 

essentielles des variétés sélectionnées (Euréka et Lisbon) du citron ;  

-  l’encapsulation et la caractérisation des huiles ayant le meilleur pouvoir antioxydant ; 

-  l’application des huiles essentielles libres et encapsulées dans la margarine allégée ; 

-  le  suivi  de la stabilité oxydative et l’analyse des propriétés sensorielles de la margarine 

allégée élaborée. 

De même, nous avons jugé utile de structurer le  manuscrit, en plus de l’introduction et la 

conclusion générale et ses perspectives, en trois parties :  

La première partie (Revue bibliographique) propose une mise au point bibliographique. Elle 

rassemble une synthèse de travaux sur les huiles essentielles de Citrus, une synthèse de travaux 

sur l’encapsulation de ces huiles et des généralités sur la margarine ainsi qu’une citation de 

quelques travaux sur l’incorporation des extraits de végétaux dans cette émulsion.  

Dans la deuxième partie (Matériel et Méthodes), nous avons décrit en détail le matériel végétal, 

les procédés d’extraction des huiles essentielles (hydrodistillation et pression à froid), l’étude de 

leurs activités biologiques à savoir l’activité antioxydante (inhibition de la peroxydation 

lipidique, piégeage des radicaux libres, pouvoir réducteur et pouvoir chélateur), l’activité 

antimicrobienne (pouvoir antibactérien et pouvoir antifongique), l’encapsulation des huiles ayant 

le meilleur pouvoir antioxydant dans le dioxyde de silicium amorphe et leur caractérisation par 
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microscope électronique à balayage (MEB), analyse thermogravimétrique (TGA) et analyse par 

réflexion atténuée (ATR). Puis l’application des huiles essentielles libres et encapsulées à la 

margarine allégée et la caractérisation physico-chimique de celle-ci ainsi qu’un suivi de la 

stabilité oxydative par le test Rancimat et enfin une analyse sensorielle afin d’étudier 

l’acceptabilité de cette margarine par le consommateur par trois tests (classement par rang,  

triangulaire et hédonique).  

La  partie 3  (Résultats et discussion) est consacrée à la présentation des principaux résultats  et 

leurs discussions.   
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1. Huiles essentielles des Citrus   

1.1. Aperçu général sur le citron (Citrus limon) 

Le citron  est le fruit du citronnier (Citrus limon), c’est un agrume appartenant à la famille des 

Rutaceae. Ce dernier est un arbuste originaire du sud-est asiatique, cultivé sur le littoral de la 

Méditerranée et dans toutes les régions du globe à climat semi-tropical (Debuigine et  

Couplan, 2008). Le fruit est de forme ovale, avec un mamelon plus au moins apparent à son 

extrémité. La peau fine est colorée en jaune à maturité du fruit; elle est pourvue de 

nombreuses glandes oléifères renfermant des essences. La pulpe est généralement riche en 

acide citrique, ce qu’il lui donne sa saveur acide (Blancke, 2001). Le citron est un agrume 

plus vigoureux, son arbre est caractérisé par une croissance rapide. Il   produit de nombreuses 

branches et fructifie abondamment, et la fructification de l’hiver est plus importante (de 60 à 

70% de production annuelle de l’arbre) (Dubois, 2006). Les principales variétés 

méditerranéennes cultivées du citronnier sont : ˝Verna˝ , ˝Euréka˝ , ˝Lisbon˝, ˝Monachello˝,  

˝Interdonato˝  et  ˝Lunaris˝  (Blancke, 2001).  

Parmi les raisons qui ont conféré  au citron  un poids économique sur la scène internationale 

figurent ses bienfaits sur la santé, attribués relativement à la présence de composés bioactifs, 

tels que les composés phénoliques (Marchand, 2002), la vitamine C (Halliwell, 1996), et les 

caroténoïdes (Rao et Rao, 2007). Bien que le fruit est une source de composés aromatiques 

(Minh Tu et al., 2002 ; Chutia et al., 2009), de nombreux auteurs ont rapporté des propriétés 

antioxydantes  attribuées aux  huiles essentielles  extraites de ses écorces (Sacchetti et al., 

2005).  

La production et la consommation mondiale d’agrumes ont connu une période de forte 

croissance depuis le milieu des années 80. Les citrons sont généralement produits sous des 

climats plus froids, tels que l’ouest des États-Unis, l’Espagne, l’Italie et l’Argentine. Ils sont 

également adaptés à des climats secs (Egypte, Iran, Inde, etc.). Les grands pays producteurs 

sont le Mexique et le Brésil (Spreen et al., 2010). La production mondiale de citrons et limes 

a atteint  10,6 millions de tonnes en 2010, soit une augmentation de 15 % par rapport au 

niveau de1996-98.  En Algérie, la culture des agrumes représente un segment stratégique. 

Selon les dernières statistiques (ONS 2011), l’agrumiculture couvre actuellement une 

superficie totale de  64 323 ha, soit environ 8 % de la superficie totale occupée par les cultures 

pérennes. La production totale avoisine les 1 100.000 tonnes. Le niveau de rendement moyen 
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national enregistré (2010 / 2011) est de l’ordre de 172 qx/ha, bien qu’ayant bénéficié d’une 

évolution régulière (augmentation de 60 qx/ha depuis l’indépendance). 

1.2. Huiles essentielles du citron 

1.2.1. Généralités sur les huiles essentielles 

Depuis des siècles, l’homme a utilisé les plantes, et en particulier les plantes aromatiques, 

dans plusieurs domaines tels que la parfumerie, la pharmacologie et l’agroalimentaire, grâce à 

leurs propriétés découvertes par hasard. Les plantes produisent un grand nombre de 

métabolites secondaires.  Ces derniers  constituent un ensemble de molécules qui ne sont pas 

strictement impliqués dans les grandes fonctions d’une plante (photosynthèse, respiration, 

etc.). Il s’agit majoritairement de molécules de taille et de masse faibles comparées aux 

molécules du métabolisme primaire (glucides, lipides et acides aminés). Elles sont 

majoritairement  la source d’odeurs jouant le rôle à la fois de répulsif envers les prédateurs 

(concurrents écologiques) et d’attractif de pigments permettant de capter le rayonnement 

solaire mais aussi de protéger la plante contre ce rayonnement. 

Parmi les métabolites secondaires, les huiles essentielles sont les plus étudiées et présentent 

une grande importance commerciale. Il s’agit de mélanges naturels généralement dominés par 

des composés mono- ou sesquiterpéniques, plus rarement diterpéniques, et parfois par des 

phénylpropanoïdes. Le  nom huile essentielle a été inventé au 16ème siècle par le réformateur 

suisse de la médecine, Paracelsus von Hohenheim qui a appelé le composant efficace essentia 

de Quinta de drogue (Guenther, 1948). 

Selon AFNOR NF T 75-006 (2000), une huile essentielle est définie comme un « produit 

obtenu à partir d’une matière première d’origine végétale, après séparation de la phase 

aqueuse par des procédés physiques : soit par entrainement à la vapeur d’eau, soit par des 

procédés mécaniques à partir de l’épicarpe des Citrus, soit par distillation sèche ». L’huile 

essentielle est donc définie comme l’essence volatile extraite de plantes aromatiques par la 

distillation sèche, par entrainement à la vapeur ou par un procédé mécanique sans chauffage. 

Cette définition détermine les huiles essentielles au sens strict. Mais, de ce fait, elle écarte les 

produits obtenus, toujours à partir de matière première végétale, mais en employant d’autres 

procédés d’extraction, comme l’utilisation de solvants non aqueux ou l’enfleurage 

(Besombes, 2008). 
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Kalemba et Kunicka (2003) ont défini les huiles essentielles comme étant des mélanges 

naturels complexes de métabolites secondaires volatils, isolés par hydrodistillation ou par 

expression mécanique.  Elles sont obtenues à partir de feuilles, de graines, de bourgeons, de 

fleurs de brindilles, d’écorces, de bois, de racines, de tiges ou de fruits, mais également à 

partir de gommes qui s’écoulent du tronc des arbres (Burt, 2004).  

D’après Naves (1976), aucune des définitions des huiles essentielles n’a le mérite d’être 

claire, ni précise. Les huiles essentielles sont des mélanges de divers produits issus d’une 

espèce 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 être étendue aux 

huiles essentielles obtenues par expression à froid de l’écorce ou zeste des fruits de Citrus, à 

cause de l’intervention de l’eau dans les procédés mécaniques pour entraîner le produit libéré 

des alvéoles oléifères. 

L’encyclopédie Funk et Wagnalls (2004) décrit les huiles essentielles comme les « liquides 

volatils, la plupart du temps insolubles dans l’eau, mais librement solubles dans l’alcool, 

l’éther et les huiles végétales et minérales. Elles sont habituellement non huileuses au contact 

de la peau ». 

Les huiles essentielles sont solubles dans l’alcool, l’éther et les huiles fixes, mais insolubles 

dans l’eau. Elles sont généralement liquides à température ambiante. Elles ont une densité 

inférieure à l’unité, à l’exception de quelques cas (cannelle, sassafras et vétiver). Elles sont 

peu polaires, et il convient de les conserver à l’abri de l’air et de la lumière (Durvelle, 1893 ; 

Durvelle, 1930). 

1.2. 2. Localisation et rôle physiologique  

Les huiles essentielles sont généralement répandues chez les végétaux supérieurs. Elles 

peuvent être stockées dans tous les organes : les fleures, les feuilles, les rhizomes, les fruits, 

les écorces et les graines (Guignard, 2000). Leurs synthèse et accumulation sont généralement 

associées à la présence de structures histologiques spécialisées (Figure 1) :  les cellules aux 

huiles essentielles des Lauracées (Camphora officinarium) ou des Zingibéracées (Zingiber 

officinale), les poils sécréteurs des Lamiacées (Mentha spicata), les poches sécrétrices des 

Myrtacées (Eucalyptus leucoxylon) ou des Rutacées (Citrus limon), les canaux sécréteurs des 

Apiacées (Daucus carota) ou des Astéracées (Anthemis tomentosa) (Garnero, 1991).  
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Les Citrus  élaborent et stockent les huiles essentielles dans des poches schizolysigènes 

localisées dans la partie externe du mésocarpe du fruit (flavedo). C’est cette localisation 

particulière qui permet de les récupérer directement par « expression » (Bruneton, 1999).  

 

Figure 1. Parties de plantes permettant la biosynthèse et la sécrétion des huiles essentielles 

A. Poches à essences des Citrus (Ferhat et al., 2010) 
B. Différents types de poils sécréteurs chez la sauge officinale (Boukhatem et al., 2010) 
C. Coupe transversale d’un canal glandulaire schizogène de feuille de Pinus pinaster   
(Franchomme et al., 1990) 
D. Cellules à huiles essentielles des Lauracées   (Franchomme et al., 1990) 
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Les huiles essentielles diffèrent en fonction des espèces et, bien que leurs rôles  (tous les 

rôles) soient encore mal connus. Il est cependant clair qu’elles interviennent dans les relations 

qu’entretient la plante avec les organismes vivants qui l’entourent. Ils sont probablement des 

éléments essentiels de la coévolution des plantes avec les organismes vivants, tels que les 

prédateurs, mais aussi de la pollinisation et la dissémination (Bruneton, 1999). Les travaux de 

Croteau (1977) et ceux de Croteau et Hooper (1978) ont montré que les composants volatils 

ont un rôle mobilisateur d’énergie lumineuse et de régulateur thermique au profit de la plante. 

Certains terpènes jouent un rôle important et varié dans la relation des plantes avec leur 

environnement (Mahmoud, 1992). Ainsi le 1,8-cinéole et le camphre inhibent la germination 

des organes responsables de la prolifération des infections ou la croissance des agents 

pathogènes issus de ces organes (Razafindrakoto, 1988). Dans la nature, les huiles essentielles 

jouent un rôle important dans la protection des plantes en tant que substances antibactérienne, 

antivirale, antifongique, insecticide et aussi contre les herbivores en réduisant leur appétit 

pour une telle plante. Elles peuvent attirer aussi les insectes en favorisant la dispersion de 

pollens et graines, ou au contraire repousser d’autres indésirables (Bakkali et al., 2008). 

1.3. Méthodes d’extraction  

Avant de pouvoir utiliser ou analyser de telles substances, il est nécessaire de les extraire de 

leur matrice. Plusieurs méthodes d’extraction ont été mises au point telles que les méthodes 

conventionnelles (distillation et pression à froid) et les méthodes d’innovation (extraction 

assistée par micro-ondes, flash-détente et détente instantanée contrôlée) (Mengal et Mompon, 

1996). L’entraînement à la vapeur d’eau est l’un des procédés d’extraction les plus anciens et 

l’une des méthodes officielles pour l’obtention des huiles essentielles. Dans ce système 

d’extraction, le matériel végétal est soumis à l’action d’un flux de vapeur sans macération 

préalable. Les vapeurs chargées en composés volatils sont condensées avant d’être décantées 

et récupérées dans un essencier. En revanche, l’hydrodistillation consiste à immerger la 

matière végétale dans un bain d’eau. L’ensemble est porté à ébullition sous pression 

atmosphérique. La chaleur permet l’éclatement et la libération des molécules odorantes 

contenues dans les cellules végétales. Ces molécules aromatiques forment avec la vapeur 

d’eau un mélange azéotropique (eau + huiles essentielles) et l’huile essentielle est séparée de 

la phase aqueuse par différence de densité (Peyron, 1992 ; Crouzet, 1996). Quant à 

l’expression à froid, c’est une extraction sans chauffage réservée aux agrumes. Le principe de 

ce procédé mécanique est fondé sur la rupture des péricarpes riches en huiles essentielles. 
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L’huile ainsi libérée est entraînée par un courant d’eau formant une émulsion. L’huile 

essentielle est alors isolée par décantation (Kimball, 1999 ; Dugo et Giacomo, 2002). 

Parmi les procédés d’extraction assistés par micro-ondes, apparait en premier lieu 

l’entrainement à l’air assisté par micro-ondes. C’est une technique qui a été proposée par 

Craveiro et al. (1989) comme la première technique d’extraction des huiles essentielles par 

chauffage micro-ondes. Cette technique repose sur le principe de l’entraînement à la vapeur et 

utilise de l’air comprimé à la place de la vapeur pour extraire des huiles essentielles. Elle 

consiste à injecter en continu de l’air comprimé dans le réacteur d’extraction où la matrice 

végétale est immergée dans de l’eau et chauffée sous micro-ondes. La vapeur d’eau saturée en 

molécules volatiles est ensuite entraînée vers un vase de récupération plongé dans un système 

de réfrigération et situé à l’extérieur du four à micro-ondes. L’eau ainsi que les molécules 

aromatiques constituant les huiles essentielles sont donc condensées et récupérées dans des 

proportions identiques à celles d’un procédé classique (Mengal et Mompon, 1996).  

En deuxième lieu, le procédé de l’hydrodistillation par micro-onde sous vide pulsé a été 

élaboré et breveté, en 1994, par la société Archimex (Mengal et Mompon, 1994, Mengal et 

Mompon, 1996). Ce procédé est basé sur l’utilisation conjointe des micro-ondes et d’un vide 

pulsé. Ces micro-ondes ont pour effet d’accélérer le transfert des molécules vers le milieu 

extérieur. Le vide pulsé, quant à lui, permet de réaliser l’entraînement azéotropique de l’huile 

essentielle à une température inférieure à 100°C. 

L’extraction par Détente Eclair (Flash–Détente), brevetée par l’INRA en 1993, est un procédé 

d’extraction innovent, multi-usages et multi-effets (Brat, 2001). Cette technique se réalise en 

deux étapes, la première consiste à étuver la matière végétale à 85 – 90°C par l’utilisation 

d’une vis à injection de vapeur. La seconde est une détente avec introduction brutale sous vide 

(environ 30 mbar) du matériel végétal. La température d’ébullition de l’eau dans ces 

conditions de vide se situe entre 27 et 30°C. Cette mise sous vide instantanée provoque donc 

l’évaporation brutale d’une partie de l’eau de constitution du matériel végétal étuvé et une 

chute brutale de la température du milieu. Les eaux d’évaporation riches en composés volatils 

sont récupérées séparément par condensation. En outre, la Détente Instantanée Contrôlée 

(DIC) est une méthode d’extraction née des études théoriques menées par Allaf (1989) sur 

l’expansion par extrusion et suivie de travaux expérimentaux. Le traitement par  DIC est 

utilisé en vue d’extraire les arômes et les huiles essentielles à partir de végétaux adéquats 

naturels ou préalablement séchés. En effet, appliquée aux végétaux, la DIC permet la 
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modification de leur structure, provoquant ainsi leur texturation et facilitant alors les 

opérations de transfert de matière. L’auto–vaporisation qui accompagne la détente implique la 

séparation liquide-solide et permet donc l’extraction de composés spécifiques. Cette opération 

se distingue par un traitement thermique très localisé, durant un temps réduit (quelques 

dizaines de secondes) (Allaf et al., 1994 ; Rezzoug et al., 1998). 

1.4. Méthodes d’analyse chimique 

L’étude de la composition chimique est généralement effectuée par chromatographie en phase 

gazeuse (CPG) et par chromatographie en phase gazeuse couplée à la spectrométrie de masse 

(CPG-SM) (Salzer, 1977). La chromatographie en phase gazeuse (CPG) représente l’une des 

techniques clés de l’identification pour de nombreux composés volatils contenus dans les 

huiles essentielles. Son pouvoir de séparation élevé dans une combinaison avec une large 

gamme de détecteurs est un outil important dans la détermination des différents constituants 

des huiles essentielles. Le principe de la CPG (Figure 2a) est basé sur la répartition des 

constituants à séparer entre deux phases non miscibles : l’une des deux est une phase 

stationnaire tandis que l’autre est une phase mobile qui passe à travers la phase stationnaire. 

Dans l’analyse CPG, les composés à analyser sont vaporisés, ensuite élués par la phase 

mobile à travers la colonne. A la sortie de la colonne, les analytes sont séparés dans le temps 

en fonction de leurs pressions relatives de vapeur (volatilité) et de leurs affinités pour la phase 

stationnaire. Lorsque les analytes arrivent au niveau du détecteur (détecteur à ionisation de 

flamme DIF), un signal est enregistré  générant un chromatogramme sous forme de pics qui 

sont caractérisés par un temps de rétention (Bouchonnet, 2009). 

Etant donné que l’analyse CPG, utilisant un détecteur DIF, ne fournie pas d’informations 

structurales des molécules analysées, les indices de rétention plus précis sont utilisés comme 

le principal critère pour l’attribution des pics. Le système de l’indice de rétention est fondé sur 

le fait que chaque analyte est classé en fonction de sa position entre les deux n-paraffines. En 

outre, le calcul de l’indice est basé sur une interpolation linéaire de la longueur de la chaine de 

carbone de ces paraffines. Ces indices calculés sont appelés dans la littérature indice de 

rétention (IR). Dans la caractérisation des composés volatils, la série de référence la plus 

communément appliquée est celle des n-alcanes (Tranchant, 2004). 

La spectrométrie de masse (SM) permet l’identification des analytes. Elle peut être définie 

comme l’étude des systèmes par la formation d’ions gazeux, avec ou sans fragmentation, qui 

sont ensuite caractérisés par leur rapport masse sur charge et l’abondance relative (Figure 2b). 
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L’analyte peut être ionisé par voie thermique, par un champ électrique ou par un impact 

énergétique d’électrons, des ions ou des photons. En outre, le potentiel de la CPG couplée à la 

SM est bien connu pour la détermination des composés volatils contenus dans les huiles 

essentielles. Le procédé d’identification le plus fréquent en GC/MS consiste à comparer les 

spectres de masse inconnus avec ceux contenus dans la librairie SM de référence (Mc Nair et 

Miller, 1997). 

Les indices de rétention en combinaison avec les informations structurales fournies par la 

GC/MS sont utilisés pour confirmer l’identité des composés.   

  

 

Figure 2. Principe de la chromatographie en phase gazeuse (a) et celui de la spectrométrie de 

masse (b) (Mc Nair et Miller, 1997 ; Tranchant, 2004). 

1.5. Relation composition chimique – activité biologique 

La composition chimique de nombreuses huiles essentielles a été décrite. Elle varie en 

fonction de différents facteurs, incluant le stade de développement des plantes, les organes 

prélevés, la période et la zone géographique de récolte (Delaquis et al., 2002 ; Burt, 2004 ; 

Gonny et al., 2003; Boti et al., 2006, Oussou, 2009).  

Au sein d’une même espèce, la composition chimique des huiles essentielles peut être 

différente: on parle alors de races chimiques ou de chémotypes. Il s’agit d’un polymorphisme 

chimique : une espèce peut être homogène au niveau de son caryotype et produire des huiles 
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essentielles de compositions différentes (Bedi et al, 2001, Nébié et al., 2004  et Avlessi et al., 

2012). Les constituants des huiles essentielles peuvent être répartis en deux classes en 

fonction de leur voie de biosynthèse : les terpénoïdes et les phénylpropanoïdes (Buchanan et 

al., 2000). La classe des terpénoïdes est la plus variée au niveau structural. Les terpénoïdes, 

dont 25 000 sont connus comme métabolites secondaires, dérivent du précurseur isoprénique 

à cinq carbones(C5), l’isopenténylpyrophosphate. Les plus petits terpénoïdes sont les 

hémiterpénoïdes (C5), qui sont formés d’une seule unité isoprénique. Les autres molécules, 

appartenant à cette classe, résultent de la condensation de plusieurs isoprènes : les 

monoterpénoïdes (C10) et les sesquiterpénoïdes (C15). Les composés oxygénés dérivés de ces 

hydrocarbures incluent des alcools, des aldéhydes, des esters, des éthers et des cétones. La 

classe des phénylpropanoïdes, ou composés phénoliques, est biosynthétisée à partir des acides 

aminés aromatiques (la phénylalanine et la tyrosine). Ces composés sont généralement 

caractérisés par la présence d’un groupement hydroxyle fixé à un cycle phényle. La norme 

ISO : NF T 75-335 (1995) a donné  la composition de l’huile essentielle extraite  par 

expression de l’écorce du Citrus limon avec un rendement de 1,2 à 1,5%. Les principaux 

constituants sont le limonène (65 à 70%), le γ-terpinène (9 à 12%), le β-pinène (4 à 9%), le 

citral (1 à 5%), le linalol (1,5%), le cinéole, l’acétate de géranyle, le nonanal, le citronellal, 

l’α-terpinéol, le camphène et l’α-bisabolène.   

Les études sur la composition chimique des huiles essentielles en relation avec le screening de 

leurs activités biologiques sont abondantes. Il est établi dans de nombreux travaux que 

l’activité des huiles essentielles est en rapport avec les composés majoritaires et les possibles 

effets synergiques entre leurs constituants (Kalemba et Kunicka, 2003; Saint, 2003 ; Oussou, 

2009; Oussou et al., 2010). Selon Mau et al. (2003), la présence de l’unité isoprénique dans 

les constituants des huiles essentielles attribue à celles-ci une activité antioxydante. Smith et 

al., (2001) ont attribué  cette activité dans les huiles essentielles des oranges au pourcentage 

élevé (jusqu’à 97%) des monoterpènes et des sesquiterpènes. Moufida et Marzouk (2003)  et 

Bakkali et al. (2008) ont confirmé pour ces huiles une activité importante en relation avec une 

teneur élevée en limonène (68 - 98%). Kelen et Tepe (2008) ont trouvé que l’activité 

antioxydante résulte de l’effet synergique entre les constituants des huiles. L’action des huiles 

essentielles sur les microorganismes est essentiellement due à l’interaction de leurs 

constituants avec la membrane des cellules microbiennes (Griffin et al., 1999; Dorman et 

Deans, 2000; Bakkali et al., 2008). Les huiles altèrent la perméabilité membranaire des 

germes en perturbant les systèmes de transport ionique, le transport des électrons et la 
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production d’énergie (Sikkema et al., 1995; Chami, 2005; Oussalah et al., 2006; Souza et al., 

2006). L’activité antibactérienne des huiles essentielles est plus importante sur les bactéries 

Gram positif que sur les bactéries Gram négatif (Burt, 2004). Selon Sleytr et Messner (1988), 

la résistance de ces dernières est due à la présence d’une couche cristalline entourant leur 

membrane. Cette couche est constituée essentiellement de  lipopolysaccharides la rendant plus 

hydrophile, ce qui empêche l’action des terpènes qui sont hydrophobes. Des études in vitro 

ont également démontré que les huiles essentielles ont un effet très similaire sur les bactéries 

à Gram négatif et à Gram positif, la seule différence importante étant le temps d’exposition 

nécessaire pour que l’effet se produise (Fisher et Phillips, 2008). De nombreux auteurs ont 

déduit que les huiles essentielles présentent une activité antimicrobienne supérieure à celle de 

leurs principaux composants  lorsqu’ils sont isolés. Cela conduit à supposer que les 

composants mineurs ne possèdent pas cette activité où des effets synergiques peuvent se 

produire (Hili et al., 1997, Burt, 2004, Droby et al., 2008). Les principaux composants 

reflètent les propriétés biologiques des huiles essentielles, mais leur activité, par exemple leur 

pénétration cellulaire, l’hydrophobicité et la fixation sur les membranes, peuvent être 

modulées par les composants mineurs (Mizuki et al., 1990 ; Bakkali et al., 2008). En règle 

générale, les moisissures montrent plus de résistance aux huiles essentielles que les bactéries.  

1.7. Toxicité et domaines d’application  

Les huiles essentielles ne sont pas des produits qui peuvent être utilisés sans risque. Il en 

existe quelques certains de leurs composés qui sont responsables du cancer (Guba, 2001). 

Les huiles essentielles possèdent une toxicité à une certaine dose (dose létale médiane); 

une DL50 comprise entre 2 et 5g/kg pour la majorité des huiles couramment utilisées (anis, 

eucalyptus, girofle, etc.) ou le plus fréquemment supérieure à 5g/kg (camomille, 

citronnelle, lavande, marjolaine, vétiver, etc.). D’autres ont une DL50 inférieure à 1g/kg. 

C’est le cas des huiles essentielles de boldo qui  présentent une DL50 de 0,13 g/kg avec 

apparition de convulsions dès 0,07g/kg;  les essences de moutarde (0,34 g/kg); l’origan et 

la sarriette (1,37 g/kg); le basilic, l’estragon et l’hysope (1,5 ml/kg). Tandis que la toxicité 

chronique est assez mal connue (Bruneton, 1999). L’utilisation des huiles essentielles 

extraites du citron, soit par hydrodistillation soit par expression à froid, ne présente aucun 

risque de toxicité, ni aiguë ni chronique (Robert et Lobstein, 2005).   

L’application des huiles essentielles est depuis longtemps répandue en cuisine et en 

parfumerie où l’exploitation de leurs propriétés odorantes était plus qu’évidente (Penuelas et 

al., 2014) . Aujourd’hui, les domaines d’application des huiles essentielles sont plus larges et 
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vont de l’agroalimentaire à la pharmacie en passant par la phythotérapie, l’aromathérapie et 

les bio-pesticides. Les huiles essentielles ont des propriétés antioxydantes et conservatrices 

dans les aliments (Tiwari et al., 2009) ou même lorsqu’elles sont incorporées dans le matériel 

d’emballage alimentaire (Kuorwel et al., 2011). Récemment, une approche prometteuse est 

rapportée dans le cadre de produits médicinales, contenant des huiles essentielles ou leurs 

composants, à usage humain ou vétérinaire (Buchbauer et al., 2016). Les huiles essentielles 

représentent une alternative "verte" dans les domaines : nutritionnel, pharmaceutique et 

agricole en raison de leurs nombreuses propriétés intéressantes. Les composés volatils 

qu’elles contiennent ont été largement étudiés dans le domaine de la santé et de 

l’assainissement de l’air intérieur en raison de leurs propriétés bactéricides, bactériostatiques, 

virucides, fongicides et acaricides (Penuelas et al., 2014). Certaines huiles essentielles ont 

également des propriétés nématicides et insecticides, ou même des activités stimulants le 

système nerveux (Morelli et al., 2015). Dans le domaine de la parfumerie et des cosmétiques, 

les mono et les sesquiterpènes sont des composés volatils très utilisés en raison de leur odeurs 

agréables et leurs activités biologiques (Soualeh et Soulimani, 2016). A titre d’exemple le β-

caryophyllène, qui est un sesquiterpène présent dans les huiles essentielles de clous de girofle, 

de cannelle ou encore de copayer, joue à la fois un rôle de remède naturel (anti-inflammatoire 

puissant et cicatrisant pour la peau) et comme note boisée et épicée en parfumerie (Sköld et 

al., 2006). Hellal (2011) a démontré que l’application des huiles essentielles de Citrus 

aurantium a réduit de manière significative l’oxydation des lipides de la sardine. Des études 

de Caillet et Lacroix (2007) ont montré que l’incorporation des huiles essentielles ou 

l’application par vaporisation en surface des aliments, contribue à les préserver des 

phénomènes d’oxydation. Parmi ces huiles, les huiles essentielles des Citrus. Elles sont 

caractérisées par une teneur élevée en monoterpènes responsables de l’activité antioxydante 

(Girennavar et al., 2007; Ao et al., 2008 ; Buchbauer, 2010). Dans le domaine 

agroalimentaire, les huiles essentielles du citron sert à la fabrication d’arômes alimentaires, 

d’essences fruitées, de boissons rafraichissantes, de liqueurs, de pâtisseries et de confiseries 

(Iserin et al., 1996, Robert et Lobstein, 2005). 

1.6. Contraintes d’utilisation  

La  composition chimique des huiles essentielles n’est pas stable, plusieurs facteurs peuvent 

l’influencer. En dehors des conditions agro-climatiques (sol, ensoleillement, etc.), le stade de 

croissance de la plante et les conditions de stockage post-récolte qui par nature influencent la 

composition chimique d’une huile, d’autres facteurs liés à la manipulation ou au stockage 
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vont également entrainer la modification des composés contenus dans les huiles essentielles et 

donc leur dégradation (Figueiredo et al. 2008; Schmidt 2010). Ces processus de dégradation 

dépendent de plusieurs facteurs externes tels que la température, la lumière, la disponibilité en 

oxygène. En effet, ces facteurs sont considérés comme accélérateurs des processus d’auto-

oxydation (Chloe et Min, 2006). Cependant, l’utilisation industrielle doit faire face à de 

nombreux problèmes à cause de leur variabilité de leur composition et leur instabilité au 

stockage. Une autre limite à l’utilisation des huiles essentielles est leur caractère volatil (Li et 

al., 2014). 

Certaines techniques permettent de réduire l’effet de ces problèmes qui conditionnent 

l’utilisation industrielle des huiles essentielles. L’encapsulation est l’une des techniques 

couramment utilisées (Kerdudo et al., 2014).  

1.7. Encapsulation 

1.7.1. Concept d’encapsulation 

C’est dans les années 50 que les premiers produits encapsulés ont vu le jour, avec la 

fabrication du papier copie sans carbone, sur lequel étaient fixées des microcapsules contenant 

de l’encre.  Ces microcapsules s’ouvraient lorsqu’une pression s’exerçait, libérant ainsi les 

actifs protégés (De Kruif et al., 2004). Actuellement, les applications de l’encapsulation sont 

très nombreuses et généralisées à plusieurs secteurs d’activités partant de la chimie à l’agro-

alimentaires (Kolhe et al., 2003). Suivant les domaines et les applications, l’encapsulation a 

pour but d’assurer la protection, la compatibilité et la stabilisation d’une matière active dans 

une formulation. Elle permet d’améliorer la présentation d’un produit ou encore de masquer 

une odeur ou un goût. Enfin, l’encapsulation peut modifier et contrôler le profil de libération 

d’une substance active pour obtenir, par exemple, un effet prolongé ou déclenché (Akdim, 

2016). 

L’encapsulation est un procédé qui a pour but de piéger une substance ou un mélange de 

substances précis à l’aide de matériaux adaptés. Les substances qui feront l’objet d’une 

encapsulation peuvent être liquides, solides ou gazeuses. Généralement, ce sont des principes 

actifs sensibles ou instables à certains facteurs environnementaux et qui ont une action bien 

ciblée. Il peut aussi s’agir de substances dont on souhaite modifier l’état comme par exemple 

la transformation d’un liquide en solide (Kerdudo et al., 2014). L’encapsulation permet 

d’immobiliser les composés volatils des huiles essentielles, de stabiliser ces dernières et de les 



Partie 1. Revue bibliographique 

 

16 

 

protéger (contre la lumière, l’oxygène et la température) ainsi que de moduler leur libération 

en prolongeant leur profil cinétique. Aussi, dans une optique de réduction des coûts pour 

l’industriel, l’encapsulation d’actifs coûteux,  comme les huiles essentielles, permet de 

diminuer les concentrations introduites sans affecter l’efficacité du produit fini (Choi et al., 

2009; Garg et al., 2011 ;  Wang et al., 2011; Sajomsang et al., 2012). L’encapsulation de 

l’eugénol (chémotype dess huiles essentielles du clou du girofle) a montré une amélioration 

de sa solubilisation et une protection contre son oxydation et sa dégradation. Un profil de 

libération de celui-ci contrôlé et une amélioration de ses activités biologiques, notamment 

antibactérienne, acaricide et antifongique ont été également démontré (Sebaaly et Greige-

gerges, 2016). Récemment, des études ont été menées sur l’utilisation d’un mélange de silice 

poreuse et de composés organo-métalliques auxquels ont été associés des molécules présentes 

dans différentes huiles essentielles pour traiter les eaux. Le geraniol a ainsi été encapsulé par 

la silice afin de parfumer les eaux et jouer un rôle insectifuge (Paseta et al., 2016). 

1.7.2. Encapsulation dans le domaine alimentaire 

L’encapsulation dans le domaine alimentaire est notamment utilisée afin d’enrichir des 

aliments en arômes, vitamines, minéraux, probiotiques, acides gras et antioxydants 

(Champagne et Fustier, 2007). Par exemple, les bactéries probiotiques sont encapsulées afin 

d’améliorer leur viabilité au cours des procédés de fabrication des produits alimentaires et 

aussi pour permettre une libération ciblée au niveau du tractus gastro-intestinal (Anal et Singh 

2007, Annan et al. 2008). Les caroténoïdes (lutéine et lycopène) sont,  quant à eux, 

encapsulés afin d’améliorer leur stabilité vis-à-vis de la lumière, de l’humidité et de la 

température (Qv et al., 2011, Rocha et al. 2012), tandis que les huiles riches en acides gras 

polyinsaturés (Omégas 3), telles que les huiles de microalgue et les huiles de thon sont 

encapsulées afin d’augmenter la stabilité des acides gras vis-à-vis de l’oxydation (Zhang et 

al., 2012, Wang et al., 2014). Le tableau 1 représente quelques exemples de composés 

encapsulés dans le domaine alimentaire ainsi que les finalités d’encapsulation. 
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Tableau 1. Quelques exemples de composés encapsulés dans le domaine alimentaire. 

Composés encapsulés Intérêts de l’encapsulation Références  

Acides gras – Omégas 3 

Acide  eicosapentaenoique, 

Huile  de thon, 

Huile de poisson,  

Huile de microalgue 

- Masquer le goût 
- Améliorer la dispersion en milieu aqueux 
- Retarder et minimiser les dégradations 
oxydatives 
- Permettre une libération contrôlée 

Lamprecht et al. 2001 
Klinkesorn et al., 2006 
Anwar et Kunz 2011 
Zhang et al. 2012 
Wang et al. 2014 

Antimicrobiens  

Huile d’arbre à thé,  

Allyl isothiocyanate,  

Huile d’ail 

- Permettre une libération prolongée 
- Diminuer l’évaporation 
- Réduire l’oxydation 
- Masquer l’odeur 

Zhang et al., 2011 
Siow et Ong, 2013 
Pérez-Limiñana et al., 
2014 

Antioxydants 

Huile d’ail,  

Polyphénols  de thym 

- Permettre une libération prolongée 
- Diminuer l’évaporation 
- Réduire l’oxydation 
- Masquer l’odeur 

Siow et Ong, 2013 
Comunian et al., 2013 
Trifkovic et al., 2014 

Arômes -Transformer un liquide en solide 
- Protéger de l’oxydation et de l’évaporation 
- Permettre une libération contrôlée 
- Résister à la congélation 

Weinbreck et al., 2004 
Yeo et al., 2005 
Leclercq et al., 2009 

Caroténoïdes -Améliorer la stabilité envers l’oxygène, la lumière 
et la température 

- Permettre une dispersion en milieu aqueux 

Qv et al., 2011  
Rocha et al., 2012 

Probiotiques -Améliorer la viabilité au cours des procédés de 
fabrication des produits alimentaires 
-Améliorer la survie dans le tractus gastro-
intestinal 

Anal et Singh, 2007 
Annan et al., 2008 

 

1.7.3. Techniques et efficacité d’encapsulation 

Il n’existe pas de système universel d’encapsulation pour une substance active donnée. En 

effet, lorsque l’actif à protéger est un complexe de molécules, tels que les extraits naturels, les 

contraintes et les difficultés de développement sont importantes. Les différences entre les 

composés (hydrophilie/hydrophobicité, différences de masses moléculaires, fonctions 

chimiques diverses, etc.) vont conduire à des différences d’interaction avec le ou les 

matériaux de recouvrement, entrainant par exemple des rendements d’encapsulation variables 

(Kerdudo et al., 2015).   

De nombreuses méthodes d’encapsulation ont été développées afin de s’adapter à divers types 

de substances actives et matériaux enrobants. Ces différentes méthodes permettent d’obtenir 

des particules aux caractéristiques variées (taille, épaisseur de la paroi, perméabilité) 

permettant de moduler la libération de la substance active (Martins et al., 2014).  
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Le séchage par pulvérisation est la technique la plus fréquemment utilisée pour encapsuler les 

arômes. C’est une méthode physico-mécanique développée dans les années 1930 (Desai et 

Park, 2005). Le séchage par pulvérisation peut être décrit comme un procédé simple, similaire 

à une opération de séchage, capable de produire une large gamme de capsules avec un bon 

rendement (Thies, 2000). De plus, le procédé est adaptable à une large gamme de 

spécifications de charges et de produits, c’est-à-dire qu’il peut être utilisé avec des solutions 

et des suspensions (Andrews, 2011). Au moyen d’un séchage par pulvérisation, des principes 

actifs ayant des propriétés de solubilité bien distinctes peuvent être encapsulés à l’aide de 

divers matériaux (Finch et Bodmeier, 2000). Néanmoins, le séchage par pulvérisation 

présente également certains inconvénients : l’équipement est très volumineux et coûteux 

(Andrews, 2011). L’encapsulation sol-gel est une alternative d’encapsulation des arômes avec 

des polymères organiques (Pagliaro, 2009). Cette technologie a été introduite au cours de la 

dernière décennie et permet un contrôle efficace de la libération des biomolécules, des 

médicaments et des huiles essentielles (Ciriminna et Pagliaro, 2013). Compte tenu des limites 

de certains procédés et des caractéristiques physico-chimiques des huiles essentielles, la 

coacervation pourrait constituer une technique intéressante pour leur encapsulation (Nguyen-

Ngoc et Tran-Minh, 2007). 

Les techniques de coacervation peuvent être divisées en deux groupes principaux: aqueux et 

organique. La coacervation en phase aqueuse ne peut être utilisée que pour encapsuler des 

matériaux insolubles dans l’eau (matériaux de noyau hydrophobes présentés à l’état solide ou 

liquide).  La coacervation en phase organique permet l’encapsulation de matière hydrosoluble, 

mais nécessite l’utilisation de solvants organiques. Le schéma général du processus de 

coacervation consiste en trois étapes qui se produisent sous agitation continue (Figure 3). La 

première étape consiste en la formation d’une émulsion huile dans l’eau (dispersion de l’huile 

dans une solution aqueuse contenant un hydrocolloïde tensioactif), la seconde comprend la 

formation du revêtement (dépôt du revêtement polymère sur le matériau du noyau), et la 

dernière est la stabilisation du revêtement (durcissement du revêtement, en utilisant des 

techniques thermiques, de réticulation ou de désolvatation, pour former des microcapsules 

autosuffisantes) (Soest, 2007 ; Friedmann et al., 2009). La formation de la coquille de 

coacervat est entraînée par la différence de tension de surface entre la phase de coacervat, 

l’eau et le matériau hydrophobe. 
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Figure 3. Etapes de l’encapsulation par coacervation  

(1) eau, (2) matériau de base, (3) polymère, (4) déposition de polymère de revêtement, (5) capsule  

 (Martins et al., 2009) 

 

L’efficacité de l’encapsulation dépend de plusieurs variables. La rétention de l’agent actif 

dans l’enveloppe membranaire est régie par des facteurs liés à la nature chimique du noyau, 

notamment son poids moléculaire, sa fonctionnalité chimique, sa polarité et sa volatilité, les 

propriétés de matériau de base et la technique d’encapsulation choisie.  Les matériaux de base 

les plus couramment utilisés dans la coacervation sont les polysaccharides et les sucres 

(gomme, amidon, cellulose, cyclodextrine); les protéines (gélatine, caséine, protéines de soja); 

les lipides (cires, paraffine, huiles); et des polymères synthétiques (polymères acryliques, poly 

vinylpyrrolidone). Dans une moindre mesure, des matériaux inorganiques tels que des 

silicates, des argiles et des polyphosphates peuvent également être utilisés (Martins et al., 

2010). 

1.7.4. Mécanismes de libération contrôlée 

Le but principal de l’encapsulation est de piéger un matériau de noyau dans une matrice / 

enveloppe protectrice qui conférera des propriétés uniques en termes de libération contrôlée, 

de solubilité ou de résistance à l’humidité des capsules. La protection des huiles essentielles, 

des parfums, des déodorants, des agents hydratants et d’autres agents actifs dans des supports 

polymères en vue d’une libération contrôlée pendant une certaine période a fait l’objet de 

recherches considérables ces dernières années (Costa et al., 2008, Gumi et al.,2009). La 

Etape 1. Emulsification Etape 2. Revêtement Etape 3. Durcissement  
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figure 4 montre la représentation schématique de la libération des huiles essentielles à travers 

l’enveloppe de capsule polymère. Les propriétés particulières du réseau polymère, telles que 

longueur de chaîne, flexibilité et mobilité, comportement d’absorption d’eau et de 

gonflement, étendue de plastification ou interactions potentielles entre le polymère et l’agent 

actif affecteront la vitesse de diffusion à travers la matrice polymérique et, par conséquent, la 

libération des huiles (Wischke et Schwendeman, 2008). D’après Del Valle et al. (2009), la 

diffusion des agents actifs se produit quand les huiles traversent le polymère qui forme le 

dispositif à libération contrôlée. Néanmoins, la libération de l’agent actif est en fonction 

d’autres mécanismes, tels que l’érosion (le produit se dissout progressivement dans la 

membrane), la diffusion (l’huile diffuse hors du système de distribution), l’extraction (forces 

mécaniques) et éclatement (un système de réservoir se rompt sous l’influence des forces 

mécaniques ou osmotiques) (Ubbink et Schoonman, 2001). Plusieurs modèles de diffusion 

ont été proposés dans la littérature pour décrire la libération d’un agent actif à partir des 

capsules. L’agent encapsulé peut être libéré par plusieurs mécanismes, par exemple, l’action 

mécanique, la chaleur, la diffusion, le pH, la biodégradation et la dissolution. Le choix de la 

technique et du matériau de l’enveloppe dépend de l’application finale du produit, compte 

tenu de la stabilité physique et chimique, de la concentration, de la taille des particules 

requises, du mécanisme de libération et des coûts de fabrication (Borgquist et al., 2004 ;  

Marucci et al., 2008 ;  Gumi et al., 2009). 

 

Figure 4. Représentation schématique de la libération d’huile essentielle à travers l’enveloppe 

de capsule polymère (Wischke et Schwendeman, 2008). 
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2.  Généralités et synthèse de travaux sur la margarine 

2.1. Généralités sur la margarine 

L’histoire de la margarine remonte à 1869 après que l’empereur Napoléone III lance un 

concours pour inventer une nouvelle matière grasse moins chère que le beurre, destinée aux 

pauvres et aux armés. Des tentatives avaient été entreprises durant des années pour créer un 

substitut du beurre, mais un chimiste français a gagné le prix. Hippolyte Megè-Mouriès a 

obtenu le nombre de brevet français 86480 pour son développement, qu’il a appelé « 

oléomargarine » (O‘Brien, 2009). La margarine, fabriquée au début à partir de graisse de 

bœuf est considérée comme un substitut bon marché du beurre (Chrysam, 1985). Dans les 

années 1950, l’industrie de la margarine modernise l’image du produit, fabriqué entre-temps à 

base d’huiles végétales (Chrysam, 1996), en s’appuyant sur les nouvelles préoccupations des 

consommateurs : la santé et la minceur (Roger, 1974). Avec l’appui des laboratoires 

pharmaceutiques, les partisans ont préféré favoriser des acides gras insaturés (Laia et al., 

2000), et réduire le  cholestérol dans les aliments afin de réduire le nombre d’infarctus (Baljit 

et al., 2002).    

 La margarine est une émulsion de type eau dans l’huile. Elle comprend deux phases 

essentielles : une phase continue (la phase grasse), et une  phase dispersée (la phase aqueuse). 

Elle contient aussi des additifs (lécithine, monoglycérides, sel, colorant, antioxydants, 

conservateurs et vitamines) répartis, en partie, dans la phase grasse et en partie dans la phase 

aqueuse. La définition complète de la margarine est donc celle d’un système polydispersé de 

corps gras à l’état solide et à l’état liquide, d’eau et/ou lait, d’ingrédients et quelque fois de 

bulles de gaz (Karleskind, 1992). Pour Cossut et al.  (2002), la dénomination  ˝margarine˝ est 

réservée aux produits obtenus par mélange de matière grasse et d’eau ou de lait ou de dérivés 

de lait, se présentant sous la forme d’une émulsion renfermant au moins 82% de matière 

grasse.  

Selon Vierling (1999), la composition globale générale de la margarine est représentée par 80 

à 82% d’huiles (phase grasse), 16% à 18% d’eau et/ou  du lait (phase aqueuse) et 2% 

d’additifs  obligatoires (antioxydants, sel, etc.) ou facultatifs (amidon, sucre, etc.).  

2.2. Types de margarines 

Les margarines ont des teneurs en lipides différentes, et c’est la proportion de ces derniers qui 

va différencier une margarine d’une autre. Soit 82 à 84 % dans les margarines traditionnelles 
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d’aspect proche du beurre et 60 % seulement dans les margarines dites ˝allégées˝. Elles  

varient  aussi en fonction de leur utilisation (O‘Brien, 2009). Les margarines de tables sont 

destinées aux emplois ménagers et culinaires, dont la margarine de table tartinable. Celle-ci  a 

un apport élevé en acides gras polyinsaturés (AGPI) avec une teneur de 20 à 30%, 25 à 40% 

d’acides gras monoinsaturés (AGMI) et 10 à 30% d’acides gras saturés (AGS). Le rapport 

AGI/AGS est de 0,3 à 0,7. La margarine de table végétale contient 6 à 12% d’AGPI, 20 à 

55% d’AGMI et 35 à 75% d’AGS. Le rapport AGI/AGS est de 0,1 à 0,3. Quant à la 

margarine de table courante, elle est assez voisine des précédentes, mais s’en différencie par 

le fait qu’elle peut contenir une certaine proportion d’huiles et de graisses d’origine animale 

ou marine. La margarine douce battue est un autre type de margarine contenant jusqu’à 50% 

d’air injecté (Cossut et al., 2002). 

2.3. Différentes étapes de fabrication 

La fabrication de tous les types de la margarine passe par les mêmes étapes (Figure 5). En 

premier lieu, il s’agit du  dosage des deux phases grasse et aqueuse ainsi que leurs ingrédients. 

En second lieu, l’émulsion est préparée par le mélange des deux phases dans le bac de 

l’émulsion. Cette étape est suivie par le refroidissement, la cristallisation et enfin le malaxage 

de l’émulsion de manière à lui conférer les caractéristiques rhéologiques espérées et la 

stabilité désirée. L’émulsion ainsi préparée est conditionnée et emballée dans des emballages 

qui diffèrent selon le type de la margarine. Le stockage se fait à 4°C (Karleskind, 1992).  

2.4. Facteurs de détérioration  

L’altération physique de la margarine est due à la modification de sa consistance. Elle  est due 

à son tour au phénomène de recristallisation.  La formation de ces cristaux entraîne la 

réduction de la phase liquide par rapport à la phase solide et conduit en général à la perte de la 

texture, la flaveur et l’apparence recherchée (McClement et al., 2000 ; Genot et al., 2003).  

La margarine, étant formée d’un pourcentage élevé de matières grasses. Elle est sensiblement 

exposée à l’oxydation qui est à l’origine de l’odeur de rance. Cette oxydation est liée aux 

degrés d’insaturation des acides gras contenant dans les huiles qui la constituent. Aussi la 

présence d’oxygène, de lumière et de température élevée peut affecter la qualité de la 

margarine (Vierling, 1999). 
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Figure 5. Principales étapes de fabrication de la margarine (Karleskind, 1992) 
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2.5. Quelques travaux sur l’incorporation des extraits de végétaux à la margarine 

L’impact nutritionnel des margarines à toujours fait l’objet de plusieurs études, vu qu’elles 

constituent des sources énergétiques principales en alimentation humaine et aussi parce 

qu’elles sont d’excellentes sources de vitamines, d’acides gras essentiels et autres constituants 

mineurs bénéfiques pour la santé (Narce et Poisson, 2003). 

Selon la bibliographie consultée, tous les extraits incorporés dans la margarine étaient sous 

forme libre et non encapsulée.  

Dans le but de la valorisation des huiles essentielles de Citrus limon,  extraites par pression à 

froid et par hydrodistillation, Himed et Barkat (2014) ont substitué le Tocoblend (antioxydant 

de synthèse) utilisé dans la formulation de la margarine de table  par ces huiles à l’état libre. 

Les principaux résultats obtenus montrent que  les margarines aux huiles essentielles de 

Citrus limon étaient plus résistantes que celle au Tocoblend et que la margarine élaborée avec 

les huiles essentielles extraites par pression à froid était la plus résistante vis-à-vis de 

l’oxydation forcée. De même, les margarines aux huiles essentielles obtenues étaient  

considérées comme étant homogènes, de couleur, de saveur et d’odeur acceptables et 

appréciées.  

De même,  dans le but de valoriser des sous produits issus de l’industrie de conserve de 

tomate et d’élaborer un produit alimentaire bio,  Zidani (2009) a procédé à la formulation de 

la margarine de table  enrichie en pelures de tomate sous leur forme  libre en substitution aux  

additifs synthétiques (β-carotène et α-tocophérol)  utilisés.  La  margarine de table  obtenue a 

présenté une couleur acceptable, avec un aspect brillant et homogène, sa texture l’oriente vers 

les margarines faciles à tartiner. La margarine enrichie en lycopène, s’est avérée plus 

résistante à l’oxydation, que la margarine témoin.      

Dans la même optique, Djouab (2007) a testé l’essai de la formulation d’une margarine bio  

allégée additionnée de l’extrait hydroalcolique  non encapsulé  de la datte. Les analyses de cet 

extrait ont révélé une teneur en polyphénol importante, par conséquent une activité 

antioxydante élevée. Le suivi de la stabilité oxydative par le test Swift s’est révélé non adapté 

pour la margarine à l’extrait de dattes.   
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1. Matériel végétal 

Le présent travail est focalisé sur la partie écorce (zeste) du Citrus limon, connue par sa 

richesse en huiles essentielles par rapport aux autres parties du fruit (Robert  et Lobstein, 

2005). 

1.1. Choix  et principales caractéristiques des variétés  sélectionnées 

Deux variétés du citron ont été choisies selon leur abondance en Algérie.  

- Euréka est une variété caractérisée  par un fruit de forme ovale avec un mamelon plus ou 

moins étendu, de couleur jaune verdâtre. L’écorce est molle, moyennement fine de 

1,45±0,15mm d’épaisseur. Le poids moyen d’un fruit est de 202,33±0,52g et celui du zeste est 

de  30,67±0,51g.  

- Lisbon est une variété caractérisée par un fruit de forme ovale avec un mamelon restreint, 

de couleur jaune verdâtre, son écorce est molle, moyennement fine de 1,12±0,07 mm 

d’épaisseur. Le poids moyen d’un fruit est de 178,92±0,11g et celui du zeste est de  

20,49±0,28g. 

1.2. Origine des variétés 

Les fruits du citron ont été récoltés le mois d’avril 2013 dans la région Takaryet de la ville de 

Sidi-Aich wilaya de Béjaia (Figure 6).  Les deux variétés ont été identifiées par le 

propriétaire de verger des agrumes. 

      Figure 6. Site de collecte des variétés de citron, région de Sidi-Aich 
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Le citron, ainsi utilisé pour l’extraction des huiles essentielles a été collecté fraichement, puis 

il  a subit un lavage, une élimination des taches et un essuyage. 

La méthodologie du présent travail est subdivisée en trois principales parties (Figure 7) : 

- La première partie est consacrée à l’extraction et la caractérisation des huiles essentielles du 

citron ainsi que l’évaluation de leurs activités biologiques. Cette partie a été effectuée au 

niveau du laboratoire de Biotechnologie et Qualité des Aliments (BIOQUAL) et des 

laboratoires pédagogiques de l’institut de Nutrition, d’Alimentation et des Technologies 

Agro-Alimentaires (INATAA) de l’Université Frères Mentouri Constantine1 (UFMC1) et au 

niveau du laboratoire de chimie organique de l’université d’Aveiro, Portugal ; 

-La deuxième partie a concerné l’encapsulation des huiles essentielles, ayant une meilleure 

activité antioxydante par rapport aux autres huiles testées dans ce travail. Cette partie a été 

réalisée au niveau des laboratoires de chimie et technologie de l’INA (Institut de Nanoscience 

d’Aragon), université Zaragoza -Espagne; 

-La troisième partie a porté sur l’application des huiles essentielles libres et encapsulées à la 

margarine allégée. Cette partie a été effectuée au niveau de la margarinerie Cévital SPA-

Béjaia. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Partie 2. Matériel et Méthodes 

27 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 7. Récapitulation des principales analyses effectuées dans les volets étudiés 
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2.  Extraction et caractérisation des huiles essentielles 

2.1. Extraction des huiles essentielles  

L’extraction des huiles essentielles à partir du zeste frais de citron des variétés Euréka et 

Lisbon a été effectuée par deux procédés conventionnels : pression à froid et hydrodistillation. 

Selon Peyron (1992), les huiles essentielles des Citrus sont extraites par hydrodistillation pour 

leur volatilité et par pression à froid pour la forme et la taille des poches sécrétrices. Ces deux 

procédés sont classés parmi les principales opérations industrielles d’extraction.  

2.1.1. Extraction par pression à froid 

Les huiles essentielles ont été collectées à partir de 10 kg de chaque variété en utilisant une 

râpe sous un filet d’eau. Les écorces du citron lacérés vont inciter les huiles à sortir vers 

l’extérieur. La séparation des huiles essentielles de l’eau se fait par décantation; elles sont 

déshydratées ensuite par le sulfate de sodium anhydre et conservées à l’abri de la lumière à 

une température de 4°C jusqu’à ce qu’elles soient analysées.  

Les huiles essentielles extraites par pression à froid de la variété Euréka sont codées HEP 

alors que celles de la variété Lisbon sont codées HLP. 

2.1.2. Extraction par hydrodistillation 

Une quantité de 100g du zeste frais du citron de chaque variété est introduite dans un ballon 

de 2 litres, et imprégnée d’eau distillée. L’ensemble est porté à l’ébullition pendant 2 h et 

20min (d’après des essais préliminaires, c’est le temps nécessaire pour avoir un rendement 

maximal). Les vapeurs, entrainant avec elles des huiles essentielles, se condensent en 

traversant le réfrigérant et chutent dans une ampoule à décanter où s’effectue la séparation des 

deux phases non miscibles : phase aqueuse et phase organique. Cette  dernière constitue les 

huiles essentielles qui sont déshydratées avec du sulfate de sodium anhydre et conservées à 

l’abri de la lumière à une température de 4°C jusqu’à ce qu’elles soient analysées.  

Les huiles essentielles extraites par hydrodistillation de la variété Euréka sont codées HEH, 

alors que celles de la variété Lisbon sont codées HLH 
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2.2. Détermination du rendement en huiles essentielles 

Selon la norme AFNOR (1986), le rendement en huiles essentielles (R%), est défini comme 

étant le  rapport entre la masse des huiles essentielles obtenues après extraction (M') et la 

masse de la matière végétale utilisée (M). Il est donné par la formule suivante :  

R% = (M' / M) x 100 

Où R% est le rendement des huiles essentielles en pourcentage ; M'  est la masse des huiles 

essentielles obtenues en g ; M est la masse de zeste du citron en g.   

2.3. Caractérisation et identification des huiles essentielles par GC/MS 

Les  huiles  essentielles  récupérées  ont  été  analysées  par chromatographie en phase 

gazeuse couplée  à la spectrométrie de masse (appareil Hewlett Packard 5973A). Une colonne 

apolaire DB-5 a été utilisée. 

2.3.1. Conditions de la caractérisation par GC/MS 

Les conditions de l’analyse des huiles essentielles extraites par chromatographie en phase 

gazeuse couplée  à la spectrométrie de masse sont résumées dans le Tableau 2. 

La  préparation  de  la  table  des  n-alcanes  pour  la  mesure  des  indices  de  Kovats des 

composées  identifiés  dans  les  huiles  essentielles a  été  faite  comme  suite : solution  des  

n-alcanes de C8 à C26 (origine: Aldrich et Fluka Chemicals) à 5% dans le pentane. Soit 0,1 g 

de chaque  alcane  dans  20 ml  de  pentane,  conservé   au  réfrigérateur. 

 2.3.2. Identification des constituants  

L’identification  des constituants a été effectuée par comparaison des indices de rétention 

(indices de Kovats) et des spectres de masse (ions-fragments) obtenus expérimentalement par 

rapport  à ceux cités dans la littérature (Adams, 1995) et/ou inventoriés dans les banques de 

librairies spectrales (Wiley7 et Nist 2002). 
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Tableau 2. Conditions opératoires des analyses en CG/SM. 

Paramètres 

Mode de détection : Impact électronique 

Courant d’ionisation                                     70 eV 

Colonne capillaire                                        DB-5 

Longueur                                                      30m 

Diamètre interne                                           0,25mm 

Epaisseur de phase                                       0,25µm 

Gaz vecteur                                                   Hélium  

Débit                                                             3ml/min  

Pression (source, analyseur)                         10
-7

 mbar 

Température d’interface                                280°C 

Température de l’injecteur                            250°C 

                                                                       8 min à 60°C 

Programme du four                                        2°C/min de 60°C à 280°C 

                                                                       15 min à 280°C 

Concentration des échantillons                       Pur  

Quantité injectée                                             0,2µl 

Mode d’injection                                             Split 1:20 

 

2.4. Détermination du pouvoir antioxydant des huiles essentielles 

Les méthodes, visant à évaluer le pouvoir antioxydant, sont : le pouvoir d’inhibition de la 

peroxydation lipidique évalué par le test de blanchissement du β-carotène et le test qualitatif 

au β-carotène. Le pouvoir de piégeage des radicaux libres est réalisé par le test de 

DPPH (2,2’-diphenyle-1-picryl hydrazyl) et le test ABTS
+ 

(2,2’-Azinobis-(3-

ethylbenzothiazole-6-sulphonate). Le pouvoir réducteur  est réalisé par le test 

CUPRAC (Cupric ion-Reducing Antioxidant Capacity),  le test FRAP (Ferric Reducing 

Antioxidant Power)  et le pouvoir chélateur du fer. Vu la complexité de l’action des 

antioxydants in vivo,  il est  préférable d’appliquer différentes méthodes in vitro pour estimer 

de manière efficace  la capacité antioxydante (López-Alarcón et Denicola, 2013).  
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2.4.1. Inhibition de la peroxydation lipidique 

 L’inhibition de la peroxydation lipidique permet de mettre en évidence le pouvoir 

antioxydant des huiles essentielles extraites par deux tests : test de blanchissement du β-

carotène et test qualitatif au β-carotène. En effet, l’acide linoléique oxydé en radical peroxyle 

agit sur le β-carotène de couleur orange qui devient incolore. La présence d’antioxydant 

inhibe cette décoloration (Miller, 1971). 

2.4.1.1. Blanchissement du β-carotène  

Selon Barros et al. (2008), 2 mg de β-carotène sont dissouts dans 10 ml de chloroforme. 2ml 

de cette solution sont introduits dans un ballon contenant 40mg d’acide linoléique et 400mg 

de tween 20. Après évaporation du chloroforme par le rotavapeur à 40 °C pendant 5 min, 

100ml d’eau distillée saturée en oxygène sont ajoutés avec agitation.  4,8ml de cette nouvelle 

solution sont mélangés dans des tubes à essai avec 0,2ml des échantillons d’huiles essentielles 

pour différentes concentrations. Dans le contrôle positif, les huiles essentielles sont 

remplacées par l’α- tocophérol. Les tubes sont placés dans un bain marie à 50°C et 

l’oxydation de l’émulsion du β-carotène est suivie par spectrophotomètre à 470 nm. 

L’activité antioxydante, exprimée en pourcentage, est calculée par la formule suivante : 

                                                    AA (%)= (AEt/ AE0) x 100 

AA (%) : Activité antioxydante ;  AEt : valeur de l’absorbance de l’émulsion en présence des 

huiles essentielles ou de l’α-tocophérol mesurée à t=2h ; AE0 : valeur de l’absorbance de 

l’émulsion en présence des huiles essentielles ou de l’α-tocophérol mesurée à t=0 ; 

Les EC50 sont déterminées graphiquement par la droite de régression linéaire dont l’abscisse 

représente la concentration des échantillons testés et l’ordonné représente l’activité 

antioxydante en pourcentage (Prakash et al., 2007).  

2.4.1.2. Test qualitatif au β-carotène 

Le test consiste en la préparation d’un milieu gélosé en dissolvant 75 % (masse/volume) 

d’agar dans l’eau distillée. Le mélange est chauffé, avec agitation,  sur une plaque chauffante 

et est laissé refroidir jusqu’à environ 50°C. 7,5 ml de la solution  de β-carotène (1 mg/ml) sont 

mélangés à 1,5ml de solution éthanolique d’acide linoléique (5 µl/ml d’éthanol) puis coulés 

dans des boites pétri. Après solidification, creuser des puits et y verser 30µl de chaque 

échantillon des huiles essentielles puis incuber 3 à 4h à 45°C. Dans des boites témoins, les 
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échantillons sont remplacés par la quercétine comme témoin positif et par  l’éthanol comme 

témoin négatif. Une zone de rétention de la couleur orange autour des puits indique l’activité 

antioxydante  des échantillons testés (Belhattab, 2007). 

2.4.2. Piégeage des radicaux libres 

La capacité des huiles essentielles à capter les radicaux libres a été mesurée par le test de 

réduction de DPPH et par le test de réduction du radical- cation ABTS. 

2.4.2.1. Test DPPH 

La réduction du radical libre DPPH par un antioxydant peut être suivie par spectrométrie UV- 

Visible, en mesurant la diminution de l’absorbance à 517 nm provoquée par les antioxydants 

(Molyneux, 2004). 

La solution de DPPH est préparée selon le protocole décrit par Mansouri et al. (2005). Il 

consiste à solubiliser 2,4 mg de DPPH dans 100 ml du méthanol, 25 µl de chacune des 

solutions méthanoliques des huiles essentielles testées ou d’antioxydant de référence (α-

tocopherol) sont ajoutés à 975 µl de la solution méthanolique de DPPH. Le mélange est laissé 

à l’obscurité pendant 30 min et la décoloration par rapport au contrôle négatif, contenant 

uniquement la solution de DPPH, est mesurée à 517 nm. L’activité antiradicalaire est estimée 

selon l’équation suivante (Sanchez-Moreno, 2002) : 

AA %  = [(AC – AE) / AC] x 100 

Où  AA % : activité antiradicalaire exprimée en pourcentage ; AC : valeur de l’absorbance du 

contrôle négatif à 517nm ; AE : valeur de l’absorbance de l’échantillon à 517nm. 

Les EC50 sont déterminées graphiquement par la droite de régression linéaire.  

2.4.2.2. Test ABTS+  

Une solution d’ABTS
+• 

est préparée en mélangeant 10 ml d’une solution méthanolique 

ABTS
+•

 à 14 mM, et 10 ml d’une solution méthanolique de persulfate d’ammonium à 4,9 

mM. Le mélange est laissé à l’obscurité pendant 16 h à température ambiante. Une dilution de 

la solution d’ABTS
+• 

est obtenue en ajoutant du méthanol à la solution d’ABTS
•+ 

précédemment préparée jusqu’à l’obtention d’une absorbance d’environ 1 à 734 nm. Une 

solution de Trolox  à 98 % de pureté est préparée dans le méthanol (5 mM). 
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Le test est basé sur le protocole de Re et al. (1999), où 30 µl de l’échantillon à différentes 

concentrations (ou du méthanol) sont introduits dans des tubes à essai contenant  2970 µl de 

solution d’ABTS
+•

. Les tubes sont maintenus une heure à l’obscurité et l’absorbance est 

mesurée à 734 nm. L’activité antioxydante est estimée en pourcentage d’inhibition ou 

pourcentage d’activité antioxydante, selon la formule suivante :  

                   AA% = [(AC – AE) / AC] x 100 

Où : AA % : activité antiradicalaire exprimée en pourcentage ; AE est l’absorbance de 

l’échantillon à 734 nm ; AC  est l’absorbance du contrôle négatif à 734 nm 

Les EC50 sont déterminées graphiquement par la droite de régression linéaire.  

2.4.3. Pouvoir réducteur 

Ce paramètre met en évidence la capacité d’une molécule à réduire un oxydant en lui cédant 

un électron (Jayaprakasha et al., 2001). Le pouvoir réducteur est déterminé par le test 

CUPRAC et le test FRAP.  

2.4.3.1. Test CUPRAC 

Le test consiste à suivre la diminution de l’absorbance du complexe Néocuproïne (Nc), cuivre 

(Cu
2+

) [Nc2 – Cu
2+

]  réduit par la présence d’un agent antioxydant.  

D’après Apak et al. (2004), un mélange de solution est préparé par addition de 1 ml de la 

solution CuCl2 (10 mM), 1 ml de la solution neocuproïne Nc (7,5 mM) et 1 ml de la solution 

tampon NH4 acétate (1 M, pH=7) dans un tube à essai où 0,5 ml de différentes concentrations 

des huiles essentielles (ou de Trolox comme contrôle positif) sont ajoutés. Le volume de ce 

mélange est élevé à 4,1 ml avec l’eau distillée. L’absorbance contre le blanc est lue à 450 nm 

après 30 min d’incubation à température ambiante et à l’obscurité. 

Le pouvoir réducteur représenté en pourcentage est calculé par la formule suivante : 

Pouvoir réducteur (%) = [(AC – AE/ AC)] × 100 

AC : est l’absorbance du contrôle négatif ; AE : est l’absorbance de l’échantillon. 

Les valeurs d’EC50 sont déterminées graphiquement par la droite de régression linéaire. 
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2.4.3.2. Test FRAP 

Le test FRAP est basé sur l’aptitude des échantillons à réduire le fer ferrique (Fe
+3

) en fer 

ferreux (Fe
+2

). Le mécanisme est connu comme étant un indicateur de l’activité donatrice 

d’électrons caractéristique de l’action antioxydante (Yildirim et al., 2001). 

Le protocole suivi est celui de  Pulido et al. (2000) qui consiste d’abord à préparer une 

solution tampon acide acétique / acétate de sodium (300 mM , pH = 3,6), puis le réactif TPTZ 

(2,4,6-tri[2-pyridyl]-s-triazine) (10 mM), dilué dans la solution HCl (40 mM, préparée 

extemporanément). Le deuxième réactif FeCl3 (20 mM) est également préparé 

extemporanément. Finalement, la solution de travail FRAP est réalisée en mélangeant 2,5 ml 

de solution TPTZ, 2,5 ml de solution FeCl3 et 25 ml de solution tampon. Cette solution doit 

être impérativement mise dans un bain mari à 37 °C.  

Le test consiste à mélanger dans des tubes à essai 100 µl des échantillons (ou du méthanol) 

avec 300 µl d’eau distillée et 3000 µl de solution de travail FRAP maintenue à 37 °C à 

l’obscurité pendant  30 minutes. La lecture de l’absorbance du milieu réactionnel est faite à  

595nm.  Le contrôle positif est représenté par un standard d’un antioxydant : le sulfate ferreux 

dont l’absorbance est mesurée dans les mêmes conditions que les échantillons. 

Le  pourcentage de pouvoir réducteur du fer est calculé par la réaction suivante (Ghaisas et 

al., 2008) : 

Pouvoir réducteur de fer (%) = [(AC – AE/ AC)] × 100 

AC : est l’absorbance du contrôle ; AE : est l’absorbance de l’échantillon. 

Les valeurs d’EC50 sont déterminées graphiquement par la droite de régression linéaire. 

2.4.4. Pouvoir chélateur du fer 

La capacité chélatrice est déterminée selon la méthode de Le et al. (2006). La méthode est 

basée sur l’inhibition de la formation du complexe Fe(II)-Ferrosine après le traitement des 

échantillons avec les ions Fe
2+

 (Benbrinis, 2012). 

Une prise de 100 µl de l’échantillon ou de chélateur standard EDTA (Acide Ethylène Diamine 

TetraAcétique) est ajoutée à 50 µl de chlorure de fer (FeCl2, 2mM). Après une agitation 

vigoureuse et un repos de 5 min, 100 µl de ferrozine (5mM) sont ajoutés, suivis de 2,75 ml 

d’eau distillée. Le mélange est laissé au repos pendant 10 min à température ambiante 
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permettant ainsi la complexation du fer résiduel et la formation du complexe ferrozine- Fe
+2

. 

Un contrôle négatif (sans échantillon) est préparé dans les mêmes conditions et l’absorbance 

du complexe  ferrozine- Fe
+2

 est mesurée à 562 nm.  L’activité chélatrice est exprimée en 

pourcentage selon l’équation suivante : 

Activité chélatrice (%) = [(AC- AE) / AC] × 100 

AC : Absorbance du contrôle négatif ; AE : Absorbance de l’échantillon testé ou de l’EDTA. 

Les EC50  sont déterminées par la droite de régression linéaire.  

2.6. Détermination du pouvoir antimicrobien des huiles essentielles 

Le pouvoir antimicrobien a été déterminé par deux méthodes : la méthode d’aromatogramme 

pour tester la sensibilité des souches et la méthode de dilution d’agar pour déterminer les 

valeurs des paramètres antimicrobiens dont la concentration minimale inhibitrice (CMI) et la 

concentration minimale bactéricide (CMB) ou fongicide (CMF). 

2.6.1. Choix et origine des souches  

L’activité antimicrobienne des huiles essentielles extraites a été évaluée sur 16 souches de 

contamination alimentaire, fournies par le laboratoire de génie microbiologique et 

applications de l’université Constantine 1.  Les souches bactériennes sont au nombre de 9  

dont 2 souches sont Gram positif (Staphylococcus aureus ATCC 29213 et Bacillus cereus) et 

7 souches sont Gram négatif (Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa ATCC 

27853, Salmonella enterica, Enterobacter aerogenes, Serratia marescens, Escherichia coli 

ATCC 25922 et Proteus mirabilis). Les souches fongiques sont au  nombre de  6 (Aspergillus 

terreus, Aspergillus niger, Aspergillus flavus, Trichoderma longibrachiatum, Fusarium 

oxysporum et  Fusarium culmorum). 

2.6. 2. Mise en culture des souches et préparation des disques 

Une pré-culture des souches microbiennes a été préparée dans le but d’obtenir une phase de 

croissance exponentielle. Pour cela, ces souches ont été transférées dans des tubes 

contenant le bouillant nutritif pour les souches bactériennes avec une incubation à 37°C 

pendant 24 h et le  milieu PDA (Potato Dextrose Agar) pour les souches fongiques avec une 

incubation à 30°C pendant 3 à 7 jours.  
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A partir de ces tubes, quelques colonies bien isolées et parfaitement identiques ont été 

prélevées et mises dans 5ml d’eau physiologique stérile à 0,9% de sel (NaCl). La suspension a 

été bien homogénéisée avec le vortex pendant quelques secondes, et la densité optique lue à 

625 nm a été justifiée à 0,08 à 0,10. Selon Atwal (2003), cette densité optique est équivalente 

à 10
8 

UFC/ml. L’inoculum a été ajusté soit en ajoutant de la culture s’il est trop faible ou de 

l’eau physiologique stérile s’il est trop fort. L’ensemencement doit se faire en moins de 15 

min après la préparation de l’inoculum.  

Pour les moisissures, les suspensions ont été préparées à partir d’une culture de 7 jours ayant 

atteint le stade de sporulation sur milieu PDA (Potato Dextrose Agar) et ajustées à 10
6
 

spores/ml.  

Les disques, qui vont servir à la détermination de la concentration  minimale  inhibitrice 

(CMI), la concentration  minimale bactéricide (CMB) et  la concentration  minimale fongique 

(CMF), ont été fabriqués à partir du papier Wattman N°40, avec un diamètre de 6 mm (0,28 

cm
2
 de surface). Ces disques ont été mis dans un tube à essai hermétiquement fermé, stérilisés 

à l’autoclave, puis stockés à une température ambiante. 

2.6.3. Méthode de diffusion sur disque (aromatogramme) 

Le principe de la méthode d’aromatogramme repose sur le pouvoir migratoire des huiles 

essentielles sur un milieu solide à l’intérieur d’une boîte de Pétri. Elle nous permet de mettre 

en évidence l’effet antimicrobien des huiles essentielles sur les souches microbiennes ainsi 

que la résistance ou la sensibilité de ces souches vis-à-vis les échantillons testés. La méthode 

de diffusion des disques appliquée est celle décrite par Gachkar et al. (2007). 

Les milieux de culture recommandés sont la gélose de Muller Hinton (MHA) pour les 

bactéries et la gélose  Sabouraud Dextrose (SDA) pour les moisissures, où 20 ml  de chaque 

milieu ont été coulés dans des boîtes de Pétri. Après solidification du milieu de culture, 100 µl 

de la suspension microbienne ont été étalés en surface. Dans des conditions aseptiques et à 

l’aide d’une pince stérile, les disques ont été déposés sur l’agar, précédemment inoculé avec 

le microorganisme choisi à raison de trois disques par boite, puis les imbibés par 5µl de 

l’échantillon à tester. Les boites ont été maintenues à 4 ºC pendant 1 h pour que l’échantillon 

puisse diffuser, puis elles ont été incubées à l’étuve à 37ºC pendant 24 h pour les bactéries et à 

30 °C pendant 3 à 7 jours pour les moisissures (Rožman et Jeršek, 2009). 



Partie 2. Matériel et Méthodes 

37 

 

A la sortie de l’étuve, l’absence de la croissance microbienne se traduit par un halo 

translucide autour du disque, identique à la gélose stérile, dont le diamètre a été mesuré à 

l’aide d’un pied à coulisse y compris le diamètre de disque de 6 mm. D’après Ponce et al. 

(2003), la sensibilité est classée par le diamètre des halos d’inhibition : non sensible (-) pour 

les diamètres moins de 8 mm ; sensible (+) pour des diamètres de 8 à 14 mm ; très sensible 

(++) pour des diamètres de 15 à 19 mm et extrêmement sensible (+++) pour les diamètres 

plus de 20 mm. 

Les souches montrant une sensibilité aux huiles essentielles ont été sélectionnées pour 

déterminer les valeurs des paramètres antimicrobiens par la méthode de dilution d’agar. 

2.6.4. Méthode de dilution d’agar 

Pour déterminer les CMI, CMB et  CMF, nous avons employé la méthode de dilution d’agar 

rapportée par Hammer et al. (1999). Où un volume de 20 ml de la gélose fondue (Muller 

Hinton pour les bactéries et  Sabouraud pour les moisissures) additionné de 0,5% (v/v) de 

tween 80 ont été mis dans des tubes à essai. Différentes concentrations d’huiles essentielles 

préparées dans le diméthyle sulfo-oxyde (DMSO,  50µl/ml - 1000µl/ml) ont  été ajoutées 

aseptiquement et le  mélange a été coulé dans des boîtes de Pétri. Après solidification de la 

gélose, 1µl (10
5
 UFC) de souches microbiennes a été mis dans les boites contenant le milieu 

Mueller Hinton pour les bactéries et le milieu Sabouraud pour les moisissures. Les géloses 

avec 0,5% (v/v) de tween 80 et sans huiles essentielles, ont été utilisées comme contrôles 

positifs. Les  boites de pétri ont été incubées à l’étuve à 37ºC pendant 24 heures pour les 

bactéries et à 30°C pendant 72 heures pour les moisissures. 

3. Encapsulation des huiles essentielles dans les silicates (SiO2) 

Les huiles essentielles du citron ayant une meilleure activité antioxydante sont sélectionnées 

pour faire l’objet d’encapsulation dans un additif alimentaire (E551) le dioxyde de silicium 

amorphe (SiO2) connu par sa porosité et son aptitude à encapsuler les huiles essentielles 

(Paseta et al., 2016). 

3.1. Méthode d’encapsulation 

Le dioxyde de silicium amorphe utilisé pour l’encapsulation (IBERSIL® A-400) est fourni 

par la société IQE SA, Espagne. Cette  silice a été caractérisée par Paseta et al., (2016), elle a 

une surface spécifique Brunauer, Emmett et Teller (méthode BET) de 168 m
2
/g, un volume 
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poreux de 0,62 cm
3
/g et une taille moyenne des pores d’environ 14 mm. L’encapsulation est 

réalisée par l’addition de 1ml d’huiles essentielles à 500 mg de SiO2 amorphe. L’ensemble est  

mélangé à main avec une spatule jusqu’à obtention d’un mélange homogène.  

La quantité de SiO2 (500 mg) mise en œuvre a été déterminée par des essais préliminaires. 

C’est la quantité  qui a permis  d’avoir une efficacité d’encapsulation maximale.   

Les capsules d’huiles essentielles ainsi préparées ont fait l’objet de la détermination du 

pourcentage d’efficacité d’encapsulation et de la caractérisation par analyse 

thermogravimétrique (TGA), analyse par microscope électronique à balayage (MEB), analyse 

par la réflexion totale atténuée ATR et enfin la détermination de leur activité antioxydante. 

3.2. Pourcentage d’efficacité d’encapsulation  

Le pourcentage d’efficacité d’encapsulation est déterminé suivant le protocole décrit par 

Keawchaoon et Yoksan (2011), où 10 mg des capsules d’huiles essentielles ont été mélangés 

avec 4 ml de la solution d’HCl (2M), puis incubés à 95°C pendant 30 min. Après 

refroidissement, 2 ml de l’éthanol ont été ajoutés au mélange. L’ensemble a été centrifugé à 

9000 tr/min pendant 5 min à la température ambiante. Le surnageant est récupéré et la teneur 

en huiles essentielles encapsulées est mesurée dans un UV-Visible à 275 nm. La quantité des 

huiles essentielles est calculée par la courbe d’étalonnage établie avec les huiles essentielles 

libres dans l’éthanol. 

Le pourcentage d’efficacité d’encapsulation est calculé par la formule suivante : 

Efficacité d’encapsulation (%) = (quantité d’huiles encapsulées /quantité initiale d’huiles 

essentielles) × 100 

3.3. Caractérisation des capsules d’huiles essentielles 

3.3.1. Analyse thermogravimétrique (TGA) 

L’analyse thermogravimétrique (TGA) permet de mesurer la variation de masse d’un 

échantillon en fonction de la température du traitement thermique. Cette variation de masse 

peut être une perte de masse (telle que l’émission de vapeur) ou un gain de masse lors de la 

fixation de gaz. Cette analyse a pour but d’étudier la stabilité thermique des échantillons 

analysés, elle est assurée dans la présente étude par un thermogarvimètre  Mettler Toledo 

TGA/SDTA 851e. Cet instrument est  une thermo balance qui sert à mesurer les variations de 

masse. Il comporte trois parties fondamentales : la balance proprement dite, qui assure la 

‘ 



Partie 2. Matériel et Méthodes 

39 

 

pesée en continu de l’échantillon, le four avec sa régulation de température et le dispositif 

d’enregistrement. La figure 8 illustre le schéma d’un thermogravimètre (Baroghel-Bouny et 

al., 2002). 

 

Figure 8.  Principe du fonctionnement de la thermobalance d’analyse thermogravimétrique 

(Baroghel-Bouny et al.,2002) 

10 mg de l’échantillon sont placés dans le porte échantillon et chauffés jusqu’à 400°C avec 

une vitesse de 10°C/min. Le four est maintenu dans une atmosphère de gaz nitrogène ayant un 

débit de 15 ml/min. Avant le commencement des essais, le calibrage du dispositif est effectué 

et la perte de masse est enregistrée dans le dispositif d’enregistrement. Les courbes 

représentant les résultats de TGA sont tracées par OriginPro 8,5. 
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3.3.2. Analyse par le microscope électronique à balayage (MEB) 

La Microscopie Electronique à Balayage (MEB) est fondée sur les interactions électrons-

matière. Elle permet l’obtention d’images de hautes résolutions de la surface de l’échantillon 

avec des profondeurs de champs supérieures à la microscopie optique (Groupe et Brisset, 

2008). 

Les principaux éléments composant un Microscope Electronique à Balayage sont : une source 

d’électrons (canon) et un dispositif de haute tension, une colonne maintenue sous un vide 

secondaire, un ensemble de lentilles électroniques permettant l’obtention d’un fin faisceau, 

une platine permettant d’installer les échantillons, un détecteur d’électrons couplé à un 

amplificateur de signal et enfin un système de visualisation des images.   

Le principe de fonctionnement du MEB est présenté dans la figure 9 (Rouessac et Rouessac 

2004). 

 

Figure 9. Schéma du principe de fonctionnement d’un MEB (Groupe et Brisset, 2008) 
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Les silicates et les capsules des huiles essentielles ont été fixés directement sur un ruban 

adhésif  au carbone scellé sur une lame. Cette dernière a été posée sur la grille du microscope. 

3.3.3. Analyse par la réflexion totale atténuée (ATR) 

La spectroscopie par ATR est une technique d’analyse dite de surface. Elle mesure le 

changement qui se produit dans un faisceau infrarouge totalement réfléchi à l’intérieur lorsque 

le faisceau entre en contact avec l’échantillon. Les radiations infrarouges lumineuses 

pénètrent dans un cristal, en diamant,  permettant ainsi une réflexion interne créant une onde 

évanescente à la surface de celui-ci (figure 10). Cette onde pénètre dans l’échantillon gardé en 

parfait contact avec le cristal. La réflexion interne (ou réflexion totale) a lieu quand l’angle 

d’incidence à l’interface entre l’échantillon et le cristal est plus grand que l’angle critique qui 

dépend de l’indice de réfraction des deux milieux. Il est nécessaire pour cela que le cristal soit 

plus réfringent que l’échantillon. Le faisceau pénètre une fraction de longueur d’onde au delà 

de la surface réfléchissante, et le matériau absorbant la radiation sélectionnée est en contact 

étroit avec la surface réfléchissante, le faisceau perd de l’énergie à la longueur d’onde où le 

matériau absorbe (Fahrenfort, 1961). 

 

 

(a)                                                                     (b) 

Figure 10. Représentation shématique de: a) une seule réflexion ATR; b) un système ATR à 

reflexion multiple (Barbeş et al. 2014). 

Les échantillons (huiles essentielles libres, silicates et huiles essentielles encapsulées) ont été 

déposés directement sur le cristal de l’ATR. Pour assurer un bon contact échantillon – cristal, 

une pression modérée a été appliquée sur l’échantillon pendant la mesure.  

Les spectres ont été enregistrés dans l’intervalle spectral 4000-600 cm
-1

 après accumulation 

des  interférogrammes. Les spectres ATR ont été tracés par OriginPro 8.5. 
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3.4. Activité antioxydante des huiles encapsulées  

L’activité antioxydante des huiles essentielles encapsulées a été déterminée par les tests 

d’évaluation de l’activité antioxydante des huiles essentielles libres, citée précédemment (test 

de blanchissement de β-carotène, test au DPPH, test ABTS
+
, tes CUPRAC, test FRAP et test 

de mesure du pouvoir chélateur), en suivant les mêmes protocoles. 

4. Application des huiles essentielles libres et encapsulées à la margarine allégée  

4.1. Choix du type de margarine 

La margarine allégée, appelée aussi margarine basse calorie, est une margarine diététique 

élaborée pour contribuer à la lutte contre l’obésité. Elle est composée de 60% de la phase 

grasse et 40% de la phase aqueuse (O‘Brien, 2009). C’est cette composition importante en eau 

qui provoque son oxydation facilement. Habituellement, l’antioxydant utilisé dans l’industrie 

de la margarine est  l’α-tocophérol.  Nous  avons pensé, dans cette partie du travail,  à  le  

remplacer par les  huiles essentielles du citron (libres et encapsulées) et voir leur  impact sur 

la stabilité et les caractéristiques organoleptique  de cette  margarine. 

4.2  Élaboration de la formule de la margarine allégée 

La formule de la margarine allégée élaborée est représentée dans le tableau 3. 

La formule de la margarine allégée témoin et aux huiles essentielles (libres et encapsulées) est 

produite dans la chaine pilote (SPX Flow Technology Gerstenberg Schröder A/S, Allemagne) 

(Annexe 1) au niveau de l’entreprise Cévital Food SPA de Béjaia. 

Le mélange des deux phases ainsi que leurs ingrédients sont mis dans le bac d’émulsification 

où débute la formation de l’émulsion. Celle-ci va être pasteurisée  (80 °C / 3 à 4 secondes) 

avant de passer à l’étape de cristallisation qui va aboutir à la formation de l’émulsion stable. 

L’émulsion cristallisée passe dans un malaxeur pour désaérer et malaxer le mélange en lui 

donnant consistance, souplesse et homogénéité.  

Les margarines produites  sont conditionnées dans des barquettes en plastique et stockées au 

réfrigérateur à une température de 4°C. 

Une margarine sans α-tocophérol et sans huiles essentielles est élaborée en parallèle afin de 

servir de témoin négatif du test de résistance à l’oxydation forcée. 
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Les  margarines élaborées ont fait l’objet  d’une caractérisation physico-chimique et d’un test 

de Rancimat pour apprécier leur résistance à l’oxydation et enfin, d’un test sensoriel pour 

examiner l’acceptabilité de la margarine aux huiles essentielles (libres et encapsulées) 

proposée. 

Tableau 3. Formule de la margarine allégée élaborée (Cévital). 

 

Matière première 

Composition   

Margarine témoin 

(α-tocophérol) 

Margarine aux HE 

libres 

Margarine aux 

HE encapsulées 

Phase grasse 60% 

Huile de tournesol X 

Huile de palme Y 

Huile de palme hydrogénée Z 

Huile de soja Q 

Ingrédients liposolubles  

Lécithine 2g 

β-carotène 0,06g 

Arôme de beurre 1g 

α-tocophérol 100 ppm 0 0 

Huiles essentielles libres 0 100 ppm 0 

Huiles essentielles encapsulées 0 0 100 ppm 

Phase aqueuse  

Eau 40% 

Ingrédients hydrosolubles  

Sel 0,3% 

Acide lactique 0,5g 

Sorbate de potassium 1 g 

X, Y, Z, Q sont les teneurs en% de l’huile de tournesol, l’huile de palme, l’huile de palme hydrogénée 

et  de l’huile de soja respectivement propres au  CEVITAL. 

4.3. Caractérisation physico-chimique de la margarine allégée 

4.3.1. Détermination des teneurs en eau et en matières volatiles  

Le principe est basé sur la perte à l’étuve à 103 ± 2°C de la margarine mélangée avec du 

sable. 5 g de margarine sont mis dans une capsule contenant 20 g de sable purifié ; celle-ci est 

introduite dans une étuve réglée à 103 ± 2°C pendant 30 min. Après refroidissement, la 

capsule est pesée. L’opération (séchage, refroidissement et pesée) est répétée jusqu’à 

l’obtention d’un poids constant (Wolff, 1968). 
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La teneur en eau et en matières volatiles est déterminée par la formule suivante :  

Eau et matière volatiles (%) = (P1 / P2) × 100 

Soit   P1 : perte de poids en g ; P2 : poids de la prise d’essai en g. 

4.3.2. Détermination du gras et du non gras  

Les deux parties grasses et non grasses sont séparées grâce à une extraction par solvant et leur 

poids est calculé après séchage à l’étuve réglée à 105°C. Une prise d’essai de 5g de margarine 

est pesée dans une capsule et portée dans une étuve réglée à 105 °C pendant 1 heure ; puis 

filtrée à travers un filtre préalablement séché et taré. Cette dernière est lavée avec une solution 

d’éther éthylique et portée dans une étuve à 105 °C pendant une demi-heure puis refroidie 

dans un dessiccateur avant de faire la pesée. L’opération est répétée jusqu’à l’obtention d’un 

poids constant (Wolff, 1968). 

La teneur en non gras exprimée en % est donnée par la formule suivante: 

NG (%) = [(P2 – P1) / P] 100 + % eau 

Où  NG (%) : teneur de non gras en % ; P1 : poids du filtre vide en g ; P2 : poids du filtre avec 

le résidu en g ; P : masse de la prise d’essai en g.  

La teneur en gras exprimée en % est donnée par la formule suivante : 

 

G%  = 100 - % NG 

Où NG (%) est la teneur de non gras en % et G (%) est la teneur de gras en % 

4.3.3. Teneur en sel  

La teneur en sel est la quantité centésimale de sel présent dans l’échantillon de margarine sous 

forme de chlorure de sodium. Le principe de la méthode repose sur le titrage des chlorures 

contenus dans la prise d’essai, par une solution de nitrates d’argent (AgNO3) et en présence 

de chromate de potassium  comme indicateur coloré (NE. 1. 2.429, 1989).  

Un volume de 100 ml d’eau distillée est ajouté à une prise d’essai de 5g de margarine. 

L’ensemble est chauffé  jusqu’à dissolution complète de l’échantillon. Après refroidissement, 

quelques gouttes de chromates de potassium sont ajoutées et le titrage se fait par la solution de 

nitrates d’argent jusqu’à obtention d’une couleur rouge brique qui persiste pendant 30 

secondes. 
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Le taux du sel est déterminé par l’équation suivante : 

Ts (%) = [(N × V × Eq. g (NaCl) / 1000) / P] × 100 

Ts : taux ou teneur en sel exprimée en % ; N : Normalité d’AgNO3 (0.1N) ; V (ml) : volume 

en ml d’AgNO3 utilisé pour le titrage ; Eq.g (NaCl) : équivalent grammes de NaCl égal à 

58,5;  p: prise d’essai en g. 

4.3.4. Détermination de la teneur en acides gras par CPG  

La chromatographie directe des corps gras n’est pas toujours possible en raison de leurs 

températures d’ébullition trop élevées et  leurs  instabilités thermiques. La transformation 

chimique des acides gras constituants le corps gras en esters méthyliques permet d’abaisser 

leurs températures d’ébullition et d’obtenir des dérivés thermostables (NF EN ISO 5508, 

1995). 

Une prise d’essai de 0,5 g de corps gras est dissoute  dans 5ml d’hexane puis ajoutée à 0,5ml 

de solution KOH méthanolique (1,3g dans 10ml de méthanol). Le mélange est agité 30 

secondes et mis dans une centrifuge (3000 trs/min) pendant 5 minutes. 1 à 2 gouttes de 

surnageant sont ajoutées à 1ml d’hexane puis injectées dans les conditions suivantes : 

détecteur FID ; gaz vecteur ; N2  avec un débit de 45ml/min ; température de l’injecteur : 250 

°C ; débit de H2: 40ml/mn et débit d’air : 450ml/min). 

Les acides gras sont identifiés par leurs temps de rétention par rapport à un chromatogramme 

de référence d’un mélange standard d’esters méthyliques de composition et concentration 

connues. 

4.3.5. Détermination du pH  

Le pH est déterminé directement sur la phase aqueuse, après sa séparation du produit, à l’aide 

d’un pH-mètre (AFNOR, 1982). 

4.3.6. Détermination de l’indice de peroxyde  

L’indice de peroxyde est la quantité du produit présent dans l’échantillon exprimée en  meq g 

d’O2 actif par 1000g du corps gras dans les conditions opératoires décrites. 

Le principe repose sur le traitement d’une prise d’essai en solution dans un mélange d’acide 

acétique et du chloroforme, par une solution  d’iodure du potassium (KI). L’iode libéré est 

titré par la solution de thiosulfate de sodium (Na2S2O3) en présence d’amidon comme 

indicateur de couleur (NE. 1. 2. 98, 1988). 

 



Partie 2. Matériel et Méthodes 

46 

 

Une prise d’essai de 3 g du corps  gras est dissoute dans une fiole avec 10 ml d’alcool 

éthylique. 20 ml d’acide acétique et 1 ml de solution d’iodure de potassium sont ajoutés. La 

fiole est agitée énergiquement pendant 1 min et laissée à l’abri de la lumière pendant 5 min. 

La solution est titrée par le thiosulfate de sodium à 0,01N jusqu’à apparition d’une coloration 

jaune pâle. 1ml de solution d’amidon est ajouté et le titrage se poursuit jusqu’à décoloration 

totale. Un essai à blanc est parallèlement réalisé dans les mêmes conditions mais sans le corps 

gras.  

L’indice de peroxyde exprimé, en milliéquivalent  gramme d’O2/kg, est calculé selon 

l’équation :   

Indice de peroxyde = [(V-V0) / P] × 1000 

Où :   V : est le volume de thiosulfate de Na de l’échantillon ; V0 : est le volume requis pour 

titrer le blanc et P : est la prise d’essai en grammes. 

4.3.7. Détermination du point de fusion  

Chaque substance, chimiquement pure, possède sa propre température de fusion. C’est une 

des plus importantes caractéristiques physiques permettant de juger la pureté de la substance 

envisagée, par la même, de l’identifier (Formo, 1979).  

Un corps gras n’est pas une substance individuelle mais un mélange de plusieurs triglycérides 

dont les températures de fusion diffèrent. Outre cela, les triglycérides présentent le 

phénomène de polymorphisme ;  la  plupart d’entre eux peuvent, en effet, cristalliser sous 

différentes formes polymorphiques dont chacune possède sa propre température de fusion.  

Par convention, la température de fusion d’un corps gras correspond à la température du début 

de la fusion de celui-ci (Soares et al., 2009). 

Le principe de la détermination du point de fusion repose sur le chauffage d’un tube capillaire 

contenant une prise d’essai de la margarine dans un bain marie et la notation de la température 

de fusion (ISO 6321, 2002). 

Un tube capillaire propre est remplit de l’échantillon de margarine sur une hauteur de 2 cm, 

puis refroidis dans le congélateur pendant 20 min. Après le refroidissement, le tube est attaché 

à un thermomètre et l’ensemble est introduit dans un bécher contenant de l’eau ayant une 

température inférieure de 10 °C environ de la température de fusion présumée. Le bêcher est 

chauffé de façon que la température s’élève d’environ 0,5 °C par minute, en notant la 
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température où le corps gras commence à monter dans le tube capillaire. Cette température 

correspond au point de fusion. 

4.3.8. Détermination du taux du solide SFC (Solid Fat Content) 

La teneur en matières grasses solides d’un mélange d’huiles végétales est responsable de 

nombreuses caractéristiques de matières grasses telles que les propriétés physiques, les 

propriétés organoleptiques, la tartinabilité et la plasticité du produit (Rao et al., 2001). 

Le taux du solide dans la margarine est déterminé à l’aide d’un spectromètre de résonance 

magnétique nucléaire (RMN) pulsée basse résolution. La méthode standard consiste à faire   

fondre la margarine à 70°C, la filtrer et la mettre dans des tubes à une hauteur de 3cm.  Après, 

on  procède  à  des incubations dans un bain marie: 15 min à 100°C, 5 min à 60°C, 60 min à 

0°C, 30 min à 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40 °C en faisant la lecture à chaque température.  

4.4. Évaluation de la résistance à l’oxydation forcée  

Pour évaluer la stabilité à l’oxydation accélérée, le test Rancimat donne la spécification TIR 

(temps d’induction Rancimat), exprimé en heures (h), correspondant au temps pendant lequel 

la matière grasse a résisté à un stress oxydatif.  

Le principe de la méthode repose sur la dégradation thermique de l’échantillon par le passage 

d’un courant d’air purifié à une température spécifiée. Les produits d’oxydation sont entrainés 

par l’air et recueillis dans une fiole contenant de l’eau distillée dans laquelle est immergée une 

électrode de mesure de la conductivité. L’électrode est connectée à un dispositif de mesure de 

l’enregistrement (Figure 11). La fin de la période d’induction est indiquée lorsque la 

conductivité se met à augmenter rapidement. Cette augmentation accélérée est provoquée par 

l’accumulation d’acides gras volatils produits au cours de l’oxydation (ISO 6886, 2006).   



 

Figure 11. Représentation schématique de l’appareillage du test de Rancimat 

2006) 

1 Filtre à air ;  2 Pompe à membrane pour gaz

6 Appareil de mesure et d’enregistrement

 

Après réglage du bloc chauffant à une température de 100 à 120°C, la cellule de mesure est 

remplie avec de l’eau distillée et la pompe à membrane pour gaz 

marche. Une prise d’essai de 3g de l’échantillon est introduite dans le 

l’air muni de son bouchon hermétique dans le trou percé à cet effet dans le bloc chauffant. 

L’enregistreur automatique des données

moment où le signal atteint 100% 

Les résultats sont exprimés par la période d’induction et l’activité antioxydante relative

La  période d’induction est le temps écoulé entre le début de mesure et le moment où la 

formation de produits d’oxydation commence à augmenter rapidement.

L’activité antioxydante relative est  

en divisant la période d

étudiées par la période d

2002). 

4.5. Analyse sensorielle

L’analyse sensorielle a pour but 

produit telles qu’elles sont perçues par les organes de sens
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Représentation schématique de l’appareillage du test de Rancimat (ISO 6886, 

Cellule de mesure ; 5 Electrode ; 

8  Bloc chauffant. 
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analytique. Il existe des tests à caractère hédonique dont le but est d’évaluer l’acceptabilité 

des produits et entourer les attentes des consommateurs (Meilgaard et al., 1987). 

4.5.1. Sujets dégustateurs 

Un groupe de 9 personnes a pris part à ces analyses. Les sujets sont constitués par le 

personnel de la margarinerie. Il leur est montré la façon dont les bulletins seront remplis en 

expliquant la méthode et les protocoles d’analyses utilisées (cités par la suite). 

 Il a été recommandé aux dégustateurs d’éviter l’utilisation de produits à odeur prononcée, 

comme les savons, les lotions et les parfums avant de participer à un panel et d’éviter de 

manger, de boire ou de fumer au moins 30 minutes avant de procéder aux tests (Watts et al., 

1991). 

4.5.2. Déroulement de l’analyse 

L’analyse sensorielle a été réalisée par trois tests : test triangulaire, test de classement par rang 

et test de dégustation. Avant l’analyse, les échantillons de margarines à analyser sont, au 

préalable, découpés en échantillons cubiques de 10 g et équilibrés à la température de 

réfrigération. De même, cette analyse a été effectuée au sein du laboratoire de la margarinerie 

de l’entreprise Cévital Food SPA, à température de 20°C.  

4.5.2.1. Test triangulaire  

Le test triangulaire est un test de différence dont on se sert pour déterminer s’il y a des 

différences perceptibles entre deux échantillons (ISO 4120, 1983). Ce test s’utilise aussi pour 

déterminer l’aptitude des dégustateurs à distinguer entre des différences d’apparence, d’odeur, 

de saveur et de texture des aliments (Watts et al., 1991). 

Trois échantillons codés ont été présentés, deux identiques et un différent. La tache des 

dégustateurs est d’identifier l’échantillon différent et de remplir la fiche donnée dans la figure 

12. 

Les deux échantillons distincts (A et B) sont présentés aux dégustateurs par groupe de trois, 

c’est-à-dire qu’ils reçoivent soit deux échantillons A et un B ou deux échantillons B et un A. 

Les trois échantillons sont présentés dans des contenants identiques codés avec des numéros 

aléatoires à 3 chiffres. Les trois numéros de codes des échantillons remis à chaque dégustateur 

doivent être différents, même si deux échantillons sont identiques. 

 



Partie 2. Matériel et Méthodes 

50 

 

 

 

 

Figure II-2 : Bulletin du test de classement par rang 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 12. Bulletin du test triangulaire 

La signification des résultats est analysée à l’aide d’un test binomial à une queue.  Le nombre 

de dégustateurs ayant identifié correctement l’échantillon différent a été totalisé et la 

signification du total était vérifiée en se servant du tableau de l’annexe 2. 

4.5.2.2. Test du classement par rang 

L’objectif du test de classement par rang est d’évaluer l’acceptation d’un produit qui indique 

en général la consommation réelle de ce produit (achat et consommation) (Watts et al., 1991). 

Les trois échantillons codés différemment ont fait l’objet d’un classement en fonction de 

l’acceptation,  suivant le bulletin de la figure 13, en allant du moins acceptable au plus 

acceptable. En règle générale, on ne permet pas les égalités. 

A la fin de l’analyse des données, la signification des différences est déterminée par 

comparaison des totaux des classements en se servant du test de Friedman. Les différences 

entre toutes les paires possibles des classements totalisés sont comparées à la valeur critique 

du tableau donné dans l’annexe 3, pour un niveau de signification de 5 %. 

 

 

 

FICHE DU TEST TRIANGULAIRE 

NOM :……………….. 

PRENOM :………………… 

DATE :………………………….. 

Question : Goutez les échantillons énumérés ci-dessous et notez l’échantillon parmi les trois 

que vous percevez différent ? 

              Code                                                                              Classement 
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Figure 13. Bulletin du test de classement par rang 

4.5.2.3. Test hédonique 

Dans ce test, une démarche de réalisation de l’analyse réelle des échantillons a été suivie sur 

la base de la liste des descripteurs de l’appréciation du goût, de l’odeur, de la tartinabilité 

selon la facilité de tartiner le produit sur le pain, de la couleur et de l’aspect fondant dans la 

bouche. La figure 14 donne un exemple du bulletin à remplir pour le test hédonique. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 14. Bulletin pour le test hédonique avec un barème de notation allant de 1 à 10 

FICHE DE TEST DE CLASSEMENT  

NOM :……………….. 

PRENOM :………………… 

DATE :………………………….. 

Question : Veuillez classer les trois échantillons par ordre de préférence. 

              Code                                                                              Classement 

             

FICHE DU TEST HEDONIQUE  

NOM :……………….. 

PRENOM :………………… 

DATE :………………………….. 

Question : Veuillez examiner et goûter chaque échantillon de margarine, et donnez une note de 

1 à 10 selon l’intensité du caractère. 

 A B C 

Tartinabilité     

Aspect fondant    

Goût citron    

Couleur     

Odeur citron    
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5. Analyse statistique  

Tous les essais ont été réalisés en triple et les résultats sont exprimés en valeurs moyennes 

avec leurs écart-types. Les résultats ont été comparés par l’analyse de la variance à un seul 

facteur (ANOVA) et le test Student avec un seuil de signification de 0,05, en utilisant 

XLSTAT 2009. La matrice de corrélation linéaire de Pearsan a été utilisée pour déterminer la 

corrélation entre l’activité antioxydante des huiles essentielles testées et la teneur de leur 

chimotype.  

Pour les tests sensoriels, les résultats ont été traités par le logiciel statistique XLSTAT (2009). 

Les notations de chaque échantillon sont présentées sous forme de tableaux et analysées au 

moyen de l’analyse de variance (ANOVA) pour déterminer s’il y a des différences 

significatives (p<0,05) dans les moyennes des degrés d’appréciation entre les échantillons.  
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1. Rendement, caractérisation,  pouvoirs antioxydant et  antimicrobien des huiles 

essentielles extraites 

1.1.  Rendement d’extraction en huiles essentielles 

Nous rappelons que pour  tester la variété du citron  et l’effet du mode d’extraction, les huiles 

essentielles ont été extraites à partir de deux variétés de citron (Euréka et Lisbon)  par  deux 

modes d’extraction (pression à froid  et  hydrodistillation).  Selon la littérature consultée, 

notamment Laurent et Delerme (2008), le mode d’extraction  peut influer sur les 

caractéristiques quantitative et qualitative des huiles essentielles extraites à partir d’un même 

organe.  Bakkali et al. (2008), signalent que le  choix du mode d’extraction des huiles 

essentielles des Citrus dépend essentiellement de leur domaine d’application. Dans les 

domaines alimentaire et pharmaceutique, il est intéressant de procéder à l’extraction par 

pression à froid et par hydrodistillation.  

Selon les résultats obtenus, quelque soit le mode d’extraction appliqué, les huiles essentielles 

extraites ont un aspect huileux et une odeur caractéristique du citron. Celles extraites par 

hydrodistillation  sont de couleur jaune  et celles extraites par pression à froid sont de couleur 

jaune verdâtre. Les  rendements  obtenus sont présentés dans la figure 15. 

 

Figure 15. Rendement d’extraction en huiles essentielles 

HEP: huiles essentielles de la variété Euréka extraites par pression à froid  

HLP : huiles essentielles de la variété  Lisbon extraites par pression à froid  

HEH: huiles essentielles de la variété Euréka extraites par hydrodisllition   

HLH : huiles essentielles de la variété Lisbon extraites par hydrodistillation  

Quantitativement, le  rendement en huiles essentielles extraites par hydrodistillation  est plus 

important que celui obtenu par pression à froid. Il est de 2,04±0,34% et 1,34±0,01% 
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respectivement  pour  les huiles essentielles de la variété Euréka et Lisbon extraites par 

hydrodistillation (HEH et HLH).  Concernant le  rendement des huiles essentielles extraites 

par pression à froid, il est de 1,24±0,07% et 0,81±0,09%  respectivement pour les variétés 

Euréka et Lisbon. L’augmentation du rendement obtenu  par hydrodistillation  peut 

s’expliquer par l’intervention de la chaleur qui a facilité l’éclatement des poches sécrétrices 

des huiles essentielles (Bachelot et al., 2006).  Le test ANOVA a montré que le mode 

d’extraction et la variété du citron ont  un effet significatif (p<0,05) sur le rendement 

d’extraction.  

Dans le même contexte,  Rega et al. (2003) ont signalé des rendements  variant de 1 à 3% en 

huiles essentielles des Citrus. Cette différence pourrait s’expliquer selon Kelen et Tepe (2008) 

par  d’autres facteurs  notamment le choix de la période de récolte, le climat, la zone 

géographique, la génétique de la plante, l’organe de la plante utilisé, le degré de fraicheur, la 

période de séchage, la méthode d’extraction employée, etc. Ce sont des facteurs entre autres 

qui peuvent avoir un impact direct sur les rendements en huiles essentielles. 

Par comparaison  à d’autres travaux ayant  utilisé la même variété (Euréka), les rendements 

d’extraction par hydrodistillation des huiles essentielles obtenus par Blanco Tirado et al. 

(1995), Hellal (2011) et Kehal (2013) sont de  0,19%, 0,70% et 0,89% respectivement. Cette 

différence pourrait s’expliquer par l’effet de  la période de récolte et les conditions 

environnementales (le climat, la zone géographique et le degré de fraicheur) (Bourgou et al., 

2012). 

1.2. Caractérisation et identification des huiles essentielles par GC/MS 

Les huiles essentielles récupérées par les deux modes d’extraction ont été analysées par 

chromatographie en phase gazeuse couplée à la spectrométrie de masse (GC/MS) en utilisant 

la colonne capillaire apolaire DB-5. Les conditions opératoires ont été détaillées dans la partie 

″matériel et méthodes″. 

 Le Tableau 4 regroupe la composition qualitative et quantitative des huiles essentielles 

extraites. Au total, 30 composés ont été identifiés. Le limonène apparaît comme le constituant  

majoritaire de toutes les huiles extraites (HEH, HEP, HLH et HLP).  Il  se présente avec un 

pourcentage  de 61,26%,  67,08 %, 64,19 %  et 66,75 % respectivement.  En deuxième 

position, ils apparaissent  le α-pinène suivi du  α-Citral puis du γ-terpinène. Dans les huiles 

HEH,  HEP, HLH et HLP, le α-pinène se trouve avec des pourcentages de 9,65%, 11,01%, 
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7,76 % et de 11,22% respectivement. Le α-citral se présente avec des pourcentages de  4,22%, 

3,54%, 2,98% et de 3,12% respectivement. Dans les mêmes huiles, le γ-terpinène se trouve 

avec des pourcentages de 3,84%, 2,18%, 2,09% et de 2,34%  respectivement.  

Tableau 4. Composition chimique des huiles essentielles du citron extraites 

analysées par GC/MS 

IR : Indice de rétention des composés identifiés.      

N° Composés     IR   Teneurs (%)  
HEH HEP    HLH HLP 

              Monoterpènes                     78,98 83,31 78,72 83,84 

1 α-thujene 931,196 0,24 0,33 0,31 0,33 

2 α- pinene 938,610 9,65 11,01 7,76 11,22 

3 β-pinene 981,766 1,47 1,60 1,52 2,15 

4 β-myrcene 995,024 1,35 0,72 1,64 0,64 

5 
6 
7 

limonene 

β-ocimène  

 γ-terpinène                    

1045,348 

1056,486 

1066,498  

61,26 

0,13 

3,84 

67,08 

0,09 

2,18 

64,19 

0,11 

2,09 

66,75 

0,07 

2,34 

8 
9 

α-terpinolene 

cis  α-bergamotène 

1108,546 

1135,896 

0,19 

0,85 

0,19 

0,11 

0,45 

0,65 

0,15 

0,19 

     Monoterpènes oxygénés                      11,04 10,17 10,28 10,06 

10 linalool 1109,571 0,39 0,43 0,19 0,25 

11 cis -limonene oxide 1138,187 0,13 0,79 0,66 0,81 

12 cis-litronellol 1148,022 0,61 0,49 0,49 0,50 

13 
14 

trans-citronellol 

camphor 

1149,254 

1147,971 

0,78 

0,26 

0,73 

0,30 

0,13 

0,19 

0,86 

0,28 

   15 citronellal                  1150,334 0,25 0,18 0,10 0,19 

16 
17 

α-terpineol 

linalyl propionate 

1192 

1199,414 

0,37 

1,07 

0,20 

0,12 

0,51 

0,98 

0,29 

0,08 

18 trans-carveol 1231,182 0,20 0,24 0,12 0,26 

19 
20 

cis-carveol 

cis-citral 

1244,105 

1248,850 

0,20 

2,39 

0,11 

2,52 

0,17 

3,65 

0,19 

2,76 

21 
22 

geranial 

α-citral 

1279,198 

1248,850 

0,17 

4,22 

0,52 

3,54 

0,11 

2,98 

0,47 

3,12 

              Sesquiterpènes                     3,76 1,21 2,71 1,86 

23 β-élémène 1373,211 2,22 0,11 1,12 0,98 

24 trans caryophyllène 1391,324 0,11 0,26 0,34 0,12 

25 γ-cadinène 1501 1,21 0,68 1,04 0,22 

26 germacrène 1477,154 0,22 0,16 0,21 0,54 

       Sesquiterpènes oxygénés                      1,52 1,65 1,84 1,63 

27 
28 

myristicine 

caryophyllene oxide 

1531,537 

1584,603 

0,81 

0,71 

1,13 

0,52 

1,17 

0,67 

1,14 

0,49 

       Autres Composés oxygénés                                2,51 1,08 1,61 1,58 

29 neryl  acétate 1361,966 1,40 0,11 1,04 0,90 

30 piperitenone oxide 1363,013 1,11 0,97 0,57 0,68 

               TOTAL                                97,81 97,42 95,16 98,97 
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Figure 16. Répartition des différents groupes des constituants de
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D’après la littérature consultée, le nombre et le pourcentage des composés identifiés dans les 

huiles essentielles extraites  des Citrus varie d’une étude à l’autre. 
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Bakkali et al. (2008), la composition chimique des huiles de 

variété à l’autre. Ces mêmes auteurs ont identifié 

imonène est le composé majoritaire. Moufida et Marzouk (2003) ont rapporté des teneurs 

45 à 75% des constituants détectés dans les huiles essentielles du 

les propriétés chimique, physique et biologique de ces huiles essentielles

composé. 

Par rapport aux groupes de composés chimiques, l’analyse des huiles extraites

prédominance en monoterpènes, suivis des monoterpènes oxygénés puis les sesquiterpènes 

sesquiterpènes (Figure 16). 
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. Ces mêmes auteurs ont identifié 25 à 60 composés dont 

et Marzouk (2003) ont rapporté des teneurs 

des constituants détectés dans les huiles essentielles du citron. En 

huiles essentielles sont fortement  

des huiles extraites a révélé une 

des monoterpènes oxygénés puis les sesquiterpènes 

s huiles essentielles extraites. 
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En se référant à la littérature, Smith et al. (2001), Moufida et  Marzouk (2003) et Fisher et 

Phillips (2008) ont signalé  que les huiles essentielles des Citrus sont constituées par des 

monoterpènes comme composés dominants, ce qui concorde avec  les résultats trouvés dans le 

présent travail.  

1.3. Pouvoir antioxydant des huiles essentielles 

De même, nous rappelons que le pouvoir antioxydant a été évalué par le test de 

blanchissement du β-carotène, le test qualitatif au β-carotène, le test DPPH, le test ABTS
+
, le 

test CUPRAC, le test FRAP et par le test du pouvoir chélateur du fer. 

1.3.1. Inhibition de la peroxydation lipidique 

La technique de décoloration du β-carotène/acide linoléique permet d’évaluer l’activité 

antioxydante par inhibition de la peroxydation des lipides. Dans ce test, l’oxydation de l’acide 

linoléique génère des radicaux peroxydes qui vont par la suite oxyder le β-carotène hautement 

insaturé, entraînant ainsi la disparition de sa couleur orange. Cependant, la présence d’un 

antioxydant pourrait neutraliser les radicaux libres dérivés de l’acide linoléique et donc 

prévenir l’oxydation du β- carotène.  

La figure 17 illustre les résultats de l’activité antioxydante obtenus par le test du  

blanchissement du β-carotène.  

 

Figure 17. Activité antioxydante des huiles essentielles extraites déterminée  

par le test de blanchissement du β-carotène. 

Les huiles essentielles extraites par pression à froid des variétés Euréka et Lisbon (HEP et 

HLP) ont un pourcentage d’inhibition de la peroxydation lipidique plus important que celui 
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HLH). L’activité antioxydante de

(antioxydant de référence)

(Figure 18), où les halos de rétention de la couleur orange 

pour les huiles extraites par pression à froid par comparaison aux huiles extraites par 

hydroditillation. Selon Ferreira 

peroxydation lipidique, sont considérées comme étant des antioxydants primaires. 

                                                                      

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 T(+) correspond à la quercétine comme témoin positif  et T(

HEH 

HLH 

Partie 3. 

extraites par hydrodistillation et cela pour les deux variétés 

’activité antioxydante des huiles HEP est presque identique à celle de l’

(antioxydant de référence). Ces résultats ont été confirmés par le test qual

halos de rétention de la couleur orange du β-carotène

extraites par pression à froid par comparaison aux huiles extraites par 

Ferreira et al.(2006), les huiles essentielles,  qui 

sont considérées comme étant des antioxydants primaires. 

                                                                        

 

 
Figure 18. Test qualitatif au β-carotène 

(+) correspond à la quercétine comme témoin positif  et T(-) correspond à l’éthanol comme témoin négatif. 
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et cela pour les deux variétés (HEH et 

identique à celle de l’α-tocophérol 

Ces résultats ont été confirmés par le test qualitatif au β-carotène 

carotène sont plus importants 

extraites par pression à froid par comparaison aux huiles extraites par 

,  qui  peuvent inhiber la 

sont considérées comme étant des antioxydants primaires.  

) correspond à l’éthanol comme témoin négatif.  
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1.3.2. Piégeage des radicaux  

L’activité antiradicalaire a été évaluée  par deux tests : le test au DPPH et  le test ABTS
+
. Ces 

deux radicaux sont stables et la capacité des antioxydants à donner un atome d’hydrogène est 

suivie  par leur décoloration.  

Les résultats de l’activité antiradicalaire des huiles  essentielles  testées sont présentés dans la 

figure 19. 

 

Figure 19. Activité antiradicalaire des huiles essentielles extraites 

(a) test DPPH ; (b)  test ABTS 

 

L’activité antiradicalaire des huiles essentielles extraites par pression à froid des variétés 

Euréka et Lisbon (HEP et HLP) est plus importante que celle des huiles essentielles extraites 

par hydrodistillation des mêmes variétés (HEH et HLH). De même, les huiles extraites par 

pression à froid ont un pouvoir antiradicalaire comparable à celui des standards (α-tocophérol 

et trolox).  Ces résultats nous permettent de déduire que les échantillons d’huiles essentielles 

testés ont la capacité de neutraliser les radicaux libres en leur donnant un atome d’hydrogène. 

Selon Leong et Shui (2002), tout composé ayant la capacité de neutraliser les radicaux libres 

DPPH et ABTS, est considéré comme étant un excellent antioxydant.  

1.3.3. Pouvoir réducteur 

Le pouvoir réducteur est déterminé par deux tests (CUPRAC et FRAP). Ces tests permettent 
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néocuproïne et du fer respectivement. Les résultats du pourcentage du pouvoir réducteur sont 

présentés dans la figure 20. 

  

 

Figure 20. Pouvoir réducteur des huiles extraites  

(a) Test CUPRAC ; (b) Test FRAP 

 

A la lumière des résultats obtenus, il semble que les huiles essentielles extraites par pression à 

froid des deux variétés Euréka et Lisbon (HEP et HLP) ont un pouvoir réducteur proche de 

celui des standards (trolox et FeSO4). Ces huiles essentielles (HEP et HLP) ont un pouvoir 

réducteur plus important que celui des huiles essentielles extraites par hydrodistillation (HEH 

et HLH). Le pouvoir réducteur intéressant des huiles essentielles HEP et HLP est lié à leur 

composition importante, en particulier en monoterpènes (limonène). Amarowicz et al. (2004) 

et Berker et al. (2007), ont signalé que les huiles essentielles des Citrus possèdent un pouvoir 

réducteur non négligeable.  

1.3.4. Pouvoir chélateur du fer 

Le pouvoir chélateur du fer nous renseigne sur la capacité des huiles essentielles à piéger le 

fer du complexe ferrozine-fer.   

Les résultats de l’activité antioxydante mesurée par le pouvoir chélateur sont présentés dans la 

figure 21.  

 

0,00

10,00

20,00

30,00

40,00

50,00

60,00

70,00

0 0,5 1 1,5

Trolox
HEH
HEP
HLH
HLP

0,00

10,00

20,00

30,00

40,00

50,00

60,00

70,00

0 0,5 1 1,5

FeSO4

HEH

HEP

HLH

HLP

Concentration (mg/ml) 

P
o

u
v

o
ir

 r
éd

u
ct

eu
r 

 (
%

) 

Concentration (mg/ml) 

(a) (b) 



Partie 3. Résultats et discussion 

 

61 

 

 

Figure 21. Pouvoir chélateur du fer de l’EDTA et des huiles essentielles extraites 

Le  pouvoir chélateur des huiles essentielles testées est beaucoup moins important que le 

standard (EDTA). Cela est peut être lié à la composition chimique des échantillons testés. Par 

comparaison  à d’autres études sur  le pouvoir chélateur des  huiles essentielles,  Amarti et al. 

(2011) ont montré que les huiles essentielles de Capitatus sont des composés monohydroxylés 

et ne sont pas capables de former un complexe avec Fe
2+

 justifiant les résultats obtenus. 

Jirovetz et al. (2006) et Aidi Wannes et al. (2010) ont démontré la capacité chélatrice des 

huiles essentielles qui est liée à leur richesse en composé dihydroxylés. Ces composés se 

trouvent avec une faible teneur dans les huiles essentielles extraites.  

Les résultats de l’activité antioxydante déterminée par différents tests nous ont permis de 

calculer les valeurs des EC50 par la droite de la régression linéaire. Les résultats de cette 

dernière et du test statistique ANOVA (p<0,05) sont présentés dans le tableau 5.   

Nous constatons qu’il n’ya pas de différence significative (p<0,05) entre les EC50 des huiles 

HEP et les standards (α- tocophérol, trolox et FeSO4) pour le test de l’inhibition de la 

peroxydation lipidique, le test du piégeage des radicaux libres et le test du pouvoir réducteur. 

En revanche et pour les mêmes tests, il ya une différence significative (p<0,05)  entre les EC50 

des standards et des huiles HEH, HLH et HLP. Nous remarquons aussi qu’il ya une différence 

significative (p<0,05)  entre les huiles essentielles  HEP et HLP et entre  les huiles essentielles 

HEH et HLH et cela pour tout les tests.  
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Tableau 5.  EC50 des huiles essentielles testées et des standards utilisés dans différents tests 

de l’activité antioxydante 

 

 

Test 

 

Standards 

EC50  

HEH 

(mg/ml) 

HEP 

 

HLH 

 

HLP 

Blanchiment 
β-carotène  

0,53± 0,01(c) 0,84± 0,03(ab) 0,55±0,04 (c) 0,91± 0,03(a) 0,80 ± 0,03(b) 

DPPH 0,63±0,04 (d) 0,81±0,03(a) 0,66±0,03 (d) 0,94±0,02(b) 0,77±0,07 (c) 

ABTS 0,41±0,02 (d) 0,68±0,03(a) 0,46±0,02 (d) 0,75±0,03(b) 0,57±0,04 (c) 

CUPRAC 0,52±0,02 (d) 0,77±0,02 (a) 0,55±0,04 (d) 0,87±0,03(b) 0,66±0,04 (c) 

FRAP 0,42±0,03 (d) 0,85±0,03 (a) 0,48±0,04 (d) 0,92±0,02(b) 0,58±0,04 (c) 

Chélation 0,37±0,05 (d)  0,88±0,03 (a) 0,73±0,02 (c) 0,91±0,03(a)  0,98±0,01(b) 

Pour le même test, la même lettre  signifie l’absence de différence significative au seuil p<0,05 

D’après ces résultats, nous pouvons déduire que la variété et le mode d’extraction ont une 

influence sur l’activité antioxydante. Cette constatation concorde avec les données de la 

littérature, où Kalemba et Kunicka (2003), Saint (2003), Bakkali et al. (2008),  Oussou et al. 

(2009) et Bourgou et al. (2012) ont signalé que les activités biologiques des huiles essentielles 

sont reliées à leur composition chimique, par conséquent, aux facteurs de variabilité de celle-

ci (la variété, le climat, la zone géographique, le degré de fraicheur et le mode d’extraction). 

Concernant le pouvoir chélateur, une différence significative (p<0,05) a été observée entre 

l’EDTA et les huiles extraites, ces dernières n’ont pas révélé  une capacité chélatrice 

importante.  Ce constat  pourrait être attribué au limonène, constituant majeur de ces huiles, 

qui n’est pas capable de former un complexe avec Fe
2+

. Des résultats similaires ont été 

signalés par Bounatirou et al. (2007) qui ont mentionné l’absence de l’activité chélatrice des 

huiles essentielles de Thymus capitatus, et  qui  ont  expliqué ce résultat  par l’incapacité du 

carvacrol, constituant principal de ces  huiles essentielles, à se complexer avec Fe
2+

 car c’est 

un composé monohydroxylé. Cependant, Jirovetz et al. (2006) ont démontré que l’eugénol, 

principal composé dihydroxylé de l’huile essentielle d’Eugenia caryophyllus, a un effet 

chélateur plus fort que l’EDTA. De même, Aidi Wannes et al. (2010) ont signalé que les 

composés dihydroxylés ont la capacité de former un complexe avec Fe
2+

.    

Les  huiles essentielles testées sont riches en composés monohydroxylés. Ces  composés  sont 

incapables de chélater les ions ferreux. Les pourcentages  en monoterpènes oxygénés  de ces 

huiles (HEH, HEP, HLH et HLP)  sont de : 11,04%, 10,17%, 10,28% et 10,06% 
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respectivement ; et les sesquiterpènes oxygénés sont de : 1,52%, 1,65%, 1,84% et 1,63% 

respectivement.  En revanche, les composés dihydroxylés, responsables du pouvoir chélateur 

de ces mêmes huiles, sont présents  mais  avec des pourcentages négligeables (2,51%, 1,08%, 

1,61% et 1,58% respectivement. 

L’activité antioxydante des huiles  extraites, déduite des résultats de la combinaison entre 

différents tests par comparaison aux différents standards,  est reliée à la composition chimique 

de ces huiles. Les études sur la composition chimique des huiles essentielles en relation avec 

le screening de leurs activités biologiques sont abondantes. Il est établi dans de nombreux 

travaux que l’activité des huiles essentielles est en rapport avec les composés majoritaires et 

les possibles effets synergiques entre leursvconstituants (Kalemba et Kunicka, 2003, Saint, 

2003, Oussou et al., 2009  et  Oussou et al., 2010). 

Wei et Shibamoto (2007) ont enregistré une activité antioxydante importante des huiles 

essentielles riches en monoterpènes (limonène et α-pinene). D’après Benov (1994), les huiles 

essentielles riches en composés oxygénées présentent généralement une activité anti 

radicalaire très importante. De même, Gauthier et al. (1988) ont  révélé une corrélation 

positive entre l’activité antioxydante et le taux en α-pinene.  Mimica-Dukic et al. (2004) ont 

signalé que les monoterpènes (limonène) et les sesquitèrpenes (caryophhyllene) sont 

responsables de la neutralisation du radical DPPH.  Mohammedi et Atik (2011) ont rapporté 

que l’activité antioxydante des huiles essentielles  est due aux sesquiterpènes oxygénés.   

En revanche, Kelen et Tepe (2008) ont révélé que les monoterpenes (limonene, α-pinene et β-

pinene) testés individuellement n’ont pas une activité antioxydante importante  par rapport à 

l’ensemble des constituants, c’est-à-dire ; il ya un effet synergique entre ces composés. 

Ruberto et al. (2000) ont rapporté que l’α-terpinène est responsable de l’activité antioxydante.  

D’après la matrice de corrélation (tableau 6),  quelque soit le test  employé (test de 

blanchissement du β-carotène, test au DPPH, test ABTS, test CUPRAC et test FRAP), le taux 

du limonène est fortement corrélé, mais négativement, aux valeurs de l’EC50. Cela signifie 

que plus le taux du limonène dans l’huile essentielle est important moins l’EC50 est 

importante et plus l’activité antioxydante est plus intéressante.  De même, le taux du limonène 

est faiblement corrélé (négativement) (-0,371) avec l’EC50 de l’activité chélatrice. En effet, 

nous rappelons que  nous n’avons pas trouvé une activité importante des échantillons d’huiles 

par rapport au standard (EDTA). 
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Tableau 6. Matrice de corrélation entre la teneur en limonène et les EC50 des huiles 

essentielles testées par différentes méthodes 

Variables β-

carotène 

DPPH ABTS CUPRAC FRAP Chélation Teneur en 

limonène 

β-carotène 1 0,925 0,940 0,927 0,840 0,813 -0,766 

DPPH 0,925 1 0,966 0,980 0,903 0,605 -0,685 

ABTS 0,940 0,966 1 0,997 0,972 0,567 -0,850 

CUPRAC 0,927 0,980 0,997 1 0,968 0,546 -0,814 

FRAP 0,840 0,903 0,972 0,968 1 0,369 -0,897 

Chélation 0,813 0,605 0,567 0,546 0,369 1 -0,371 

Teneur en 

limonène 

-0,766 -0,685 -0,850 -0,814 -0,897 -0,371 1 

1.4. Pouvoir antimicrobien des huiles essentielles 

Nous rappelons que le pouvoir antimicrobien des échantillons des huiles essentielles extraites  

a été déterminé par la méthode de diffusion des disques sur des milieux gélosés solides : 

Mueller-Hinton pour les bactéries et Sabouraud pour les moisissures.  L’activité 

antimicrobienne a été estimée en termes de diamètre de la zone d’inhibition autour des 

disques contenant les échantillons d’huiles à tester vis-à-vis de 15 souches de contamination 

alimentaires, dont 9 souches bactériennes et 6 souches fongiques.  

1.4.1. Pouvoir antibactérien  

Les résultats des diamètres d’inhibition et ceux de la concentration minimale inhibitrice des 

souches bactériennes dites sensibles sont représentés dans le tableau 7. Nous  remarquons que 

toutes les souches bactériennes testées ont révélé une sensibilité vis-à-vis des huiles 

essentielles extraites (HEH, HEP, HLH et HLP). La  sensibilité des souches bactériennes est 

plus importante pour les bactéries Gram positif que pour les bactéries Gram négatif.  

Plusieurs hypothèses ont expliqué cette différence de sensibilité.  D’après Nikaido (2003), ces 

résultats pourraient être dus à la composition de la membrane des bactéries Gram négatif. En 

effet, ces dernières possèdent une membrane qui présente une perméabilité sélective; la 

surface des lipopolysacharides contient des charges négatives, qui empêchent la diffusion des 

molécules hydrophobes, et des porines qui bloquent le passage des molécules à haut poids 

moléculaire (Garrett et Grisham, 2000). A tire d’exemple, Pseudomonas aeruginosa contient 

dans sa membrane des porines de faibles perméabilités. Contrairement aux Gram négatif, les 

bactéries à Gram positif se sont montrées plus sensibles. 
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Sleytr et Messner (1988) attribue la résistance de ces dernières à la présence d’une couche 

cristalline entourant leur membrane. 

 Les  diamètres d’inhibition sont plus importants pour les souches testées avec les huiles 

essentielles extraites par pression à froid des variétés Euréka et Lisbon (HEP et HLP) par 

comparaison à ceux des souches testées avec les huiles extraites par hydrodistillation des 

mêmes variétés (HEH et HLH). Les diamètres d’inhibition des huiles essentielles extraites de 

la variété Euréka sont plus importants que ceux des huiles de la variété Lisbon. Les CMIs 

enregistrés pour les huiles essentielles extraites par pression à froid sont moins intéressants 

que celles des huiles essentielles extraites par hydrodistillation. Cela signifie que l’activité 

antibactérienne des huiles extraites par pression à froid  (HEP et HLP) est plus importante que 

celle des huiles extraites par hydrodistillation (HEH et HLH).  Quelque soit le même mode 

d’extraction, les CMIs des huiles de la variété Euréka sont moins intéressants que celles de la 

variété Lisbon. Par conséquent, les huiles de la variété Euréka possèdent une activité 

meilleure par comparaison à celle des huiles de la variété Lisbon. Ces résultats confirment les 

données de la littérature, où la variété et le mode d’extraction des huiles essentielles influent 

leur composition, autant que, leurs activités biologiques (Burt, 2004, Bakkali et al., 2008, 

Espina et al., 2011 et Ait Ouazzou et al., 2012). 

1.4.2. Pouvoir antifongique  

Les résultats des diamètres d’inhibition et ceux de la concentration minimale inhibitrice des 

souches fongiques dites sensibles sont représentés dans le tableau 8. D’après ces diamètres, 

toutes les souches fongiques testées sont sensibles vis-à-vis les huiles essentielles extraites 

(HEH, HEP, HLH et HLP). Par comparaison aux résultats des diamètres d’inhibition et des 

CMIs des souches bactériennes, les souches fongiques sont plus résistantes que les souches 

bactériennes. En outre, Castilho et al. (2007), Bakkali et al. (2008) et Cávar et al. (2008) ont 

signalé que les moisissures montrent plus de résistance aux huiles essentielles que les 

bactéries. Les mêmes constatations sont observées concernant les diamètres d’inhibition qui 

sont plus importants pour les souches testées par les huiles essentielles extraites par pression à 

froid par comparaison aux huiles essentielles extraites par hydrodistillation. Aussi les souches 

testées par les huiles essentielles extraites de la variété Euréka s’avèrent plus sensibles que 

celles testées par les huiles essentielles extraites de la variété Lisbon. Les CMIs des huiles 

HEP et HLP sont moins importantes que celles des huiles HEH et HLH. Cela signifie une 

activité antifongique plus intéressante.  



Partie 3. Résultats et discussion 

 

66 

 

Tableau 7. Diamètres d’inhibition des huiles extraites vis-à-vis les souches bactériennes testées 

 

DI : diamètre d’inhibition en mm, CMI : concentration minimale inhibitrice en µg.ml
-1

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Souches testées 

DI (mm) CMI (µg.ml-1) 

HEH HEP HLH HLP HEH HEP HLH HLP 

Bacillus cereus 14,5±0,710(a) 16,3±0,01(b) 15 ±1,41 (c) 15,3±0,08 (d) 210 200 300 280 

Staphylococcus aureus 

ATCC 29213 
16 ±0,130 (a) 16,6±0,23 (b) 13,3±1,52(c) 14,1 ± 1,12 (d) 180 150 240 210 

Escherichia coli ATCC 

25922 
9,1 ±0,217(a) 10,4±0,04 (b) 9,5 ± 0,10 (c) 9,8 ± 1,03 (d) 760 450 500 490 

Pseudomonas 

aeruginosa ATCC 27853 
8,9 ±0,801(a) 9,6 ± 0,13 (b) 8,8 ± 0,26 (c) 9,2 ± 1,11 (d) 790 470 500 490 

Salmonella enterica 12,7±0,112(a) 13,2±0,20 (b) 8,1 ± 0,32 (c) 13,2 ± 0,04 (d) 410 380 910 500 

Klebsiella pneumoniae 10,1±0,621(a) 12,1±1,10 (b) 10,3 ± 0,36 (c) 10,9 ± 0,04 (d) 620 600 650 610 

Enterobacter aerogenes 10,7±0,171(a) 11,2±0,03 (b) 9,2 ± 0,2 (c) 11 ± 0,24 (d) 580 360 400 390 

Serratia marcescens 11,2±0,431(a) 13 ± 0,09 (b) 11,4 ± 0,26 (c) 12,3 ± 1,12 (d) 500 470 700 550 

Proteus mirabilis 9,8± 0,278 (a) 10,7 ± 0,34 (b) 9,8 ± 0,52 (c) 10 ± 0,01 (d) 700 530 640 600 
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 Tableau 8. Diamètres d’inhibition des huiles extraites vis-à-vis les souches fongiques testées 

DI : diamètre d’inhibition en mm, CMI : concentration minimale inhibitrice en µg.ml
-1 

 
Souches testées 

DI (mm) CMI (µg.ml-1) 

HEH HEP HLH HLP HEH HEP HLH HLP 

Aspergillus terreus 11 ± 0,09 (a) 12,8 ± 0,03 (b) 10,6 ±0,06 (c) 11,9 ± 0,09 (d) 640 500 700 630 

Aspergillus niger 12,4± 0,43 (a) 14,2 ± 1,41(b) 11,1 ±0,06 (c) 13,1 ± 0,02 (d) 550 340 600 590 

Aspergillus flavus 12,1± 0,02 (a) 13,4 ± 1,12 (b) 11,7 ±1,11 (c) 12,8 ± 1,11 (d) 600 370 750 550 

Trichoderma 

longibrachiatum 
11,9 ±0,09 (a) 13,6 ± 0,21(b) 10,7 ±0,09 (c) 12,3 ±0,62 (d) 610 480 900 600 

Fusarium oxysporum 13,8± 0,06 (a) 17,8 ±0,03 (b) 12,2 ±1,23 (c) 14,4 ±1,21 (d) 350 180 450 310 

Fusarium culmorum 13,6 ±0,32 (a) 16,7 ± 0,03 (b) 12,5 ± 0,08 (c) 14,3 ±0,73 (d) 380 250 500 350 
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1.4.3. Concentrations inhibitrices des huiles essentielles extraites 

D’autres paramètres microbiologiques ont été déterminés, à savoir les CMBs pour les souches 

bactériennes et les CMFs pour les souches fongiques. Et cela dans le but de savoir si l’effet 

des huiles est inhibiteur ou létal. Les résultats de ces paramètres sont représentés dans les 

tableaux 9 et 10 successivement.  

Tableau 9. Concentrations minimales bactéricides (CMB) des huiles extraites 

 

 

 

 

 

 

 

 

CMB : concentration minimale bactéricide en µg.ml
-1 

. / : concentration non déterminée (˃1000 µg.ml
-1

). 

Tableau 10. Concentrations minimales fongicides (CMF) des huiles extraites 

 

 

 

 

 

 

CMF : concentration minimale fongicide en µg.ml
-1

. / : Concentration non déterminée (˃1000 µg.ml
-1

). 

 
Souches bactériennes testées 

CMB (µg.ml-1) 

HEH HEP HLH HLP 

Bacillus cereus 260 250 300 280 

Staphylococcus aureus ATCC 29213 180 150 300 360 

Escherichia coli ATCC 25922 / 580 700 600 

Pseudomonas aeruginosa ATCC 

27853 
/ 600 500 690 

Salmonella enterica 500 400 1000 950 

Klebsiella pneumoniae 620 / 650 1000 

Enterobacter aerogenes 700 500 900 500 

Serratia marcescens 640 700 900 900 

Proteus mirabilis / 900 800 / 

 
Souches bactériennes testées 

CMF (µg.ml-1) 

HEH HEP HLH HLP 

Aspergillus terreus / 700 / 970 

Aspergillus niger 850 600 900 850 

Aspergillus flavus 900 630 1000 700 

Trichoderma longibrachiatum 1000 750 / 930 

Fusarium oxysporum 550 200 450 390 

Fusarium culmorum 700 250 600 400 
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D’après le tableau 9, les huiles essentielles extraites ont manifesté un  effet bactéricide vis –à-

vis des souches bactériennes testées à l’exception des huiles essentielles extraites par 

hydrodistillation de la variété Euréka (HEH) vis-à-vis  de  E. coli, P. aeruginosa et P.  

mirabilis ;  les huiles essentielles extraites par pression à froid de la même variété (HEP) vis-

à-vis  de  K. pneumoniae et les huiles essentielles extraites par pression à froid de la variété 

Lisbon (HLP) vis-à-vis de P. mirabilis. Ces huiles essentielles peuvent probablement avoir un 

effet bactéricide mais pour  des concentrations élevées (˃1000 µg.ml
-1

).  

Les résultats des CMFs  (tableau 10) montrent aussi que toutes les huiles essentielles extraites 

ont un effet fongicide à l’exception des huiles essentielles extraites par hydrodistillation de la 

variété Euréka (HEH) vis-à-vis de A. terreus et les huiles essentielles extraites par 

hydrodistillation de la variété Lisbon (HLH) vis-à-vis de  A. terreus et T. longibrachiatum. 

Ces huiles essentielles peuvent avoir un effet fongicide mais  probablement pour des 

concentrations plus importantes (˃ 1000 µg.ml
-1

).  

D’après les résultats des tableaux 7, 8, 9 et 10, les huiles essentielles testées ont révélé une 

activité antimicrobienne importante. Cette activité est liée sans doute  à l’ensemble de leurs 

constituants. Mizuki et al. (1990) ont signalé que l’activité antimicrobienne d’une huile 

essentielle est reliée essentiellement à ses composés majoritaires, mais sans négliger l’effet 

synergique des constituants mineurs. Tajkarimi et al. (2010) ont attribué cette activité aux 

monoterpènes et sesquiterpènes. Selon Griffin et al. (1999), l’activité antimicrobienne des 

terpènes est due essentiellement à leur interaction avec la membrane cellulaire.  

Pour atteindre un microorganisme, un composé doit subir plusieurs phases. Premièrement, il 

doit être dissous dans le milieu aqueux entourant le micro-organisme. Les composés 

hydrophobes tels que les huiles essentielles ont une faible solubilité dans l’eau, et leur 

biodisponibilité est faible. Néanmoins, il a été démontré que le taux de dissolution de certains 

hydrocarbures est plus élevé en présence de bactéries (Thomas et al., 1986). Et cela en raison 

des composés tensio-actifs produits par des micro-organismes qui provoquent une 

émulsification dans l’environnement cellulaire, augmentant les vitesses de dissolution et 

supprimant les limitations sur le transfert de masse (Sikkema et al., 1995). Deuxièmement, 

l’hydrocarbure doit entrer dans l’enveloppe cellulaire. Cette étape diffère selon le type de 

micro-organisme, puisque l’enveloppe de la cellule est différente pour chaque type. Celle des 

micro-organismes consiste en une paroi cellulaire et une ou deux membranes lipidiques 

(Beveridge et Graham, 1991). De plus, les bactéries Gram négatif ont une couche de surface 
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cristalline entourant leur membrane (Sleytr et Messner, 1988), ce qui convient avec  les 

résultats trouvés dans cette étude. C’est la  raison pour laquelle les bactéries Gram-négatif 

peuvent tolérer des concentrations plus élevées de composés lipophiles que les bactéries 

Gram-positif (Sikkema et al., 1995 ; Smith-Palmer et al., 1998 ; Dorman et Deans, 2000 ; 

Burt, 2004 ; Fisher et Phillips, 2008). Ceci est dû à la paroi cellulaire externe autour de la 

membrane des bactéries à Gram négatif qui est hydrophile et qui repousse les composés 

lipophiles. Cependant, cette paroi n'est pas complètement imperméable aux composés 

lipophiles, et les petites molécules peuvent interagir avec l’eau par la formation de ponts 

hydrogène, puis traverser la paroi cellulaire par diffusion à travers la couche de 

lipopolysaccharides ou protéines et finalement interagissent avec la bicouche lipidique de la 

membrane cytoplasmique (Griffin et al., 1999;  Dorman et Deans, 2000). En revanche, des 

études in vitro ont également démontré que les huiles essentielles ont un effet très similaire 

sur les bactéries à Gram négatif et à Gram positif, la seule différence importante étant le 

temps d’exposition nécessaire pour que l’effet se produise (Fisher et Phillips, 2008). 

Troisièmement, une fois que l’hydrocarbure a atteint la membrane cytoplasmique, il 

s’accumule sur celle-ci (Sikkema et al., 1995 et  Bakkali et al., 2008). Ce qui engendre une 

modification de la structure de la membrane. Ils s’accumulent dans la partie centrale de la 

bicouche lipidique, soit dans la zone entre les monocouches opposées ou alignés avec les 

chaînes acyles des phospholipides. Le site d’accumulation dépend de la structure de 

l’hydrocarbure. Les hydrocarbures cycliques ont tendance à s’accumuler dans la partie interne 

de la bicouche, provoquant une augmentation de sa surface. La fluidité de la membrane 

change alors, ce qui peut provoquer un gonflement de la bicouche, modifiant la conformation 

des protéines incluses (Sikkema et al., 1995 ; Griffin et al., 1999 ; Fisher et Phillips, 2008). La 

structure des couches de polysaccharides, d’acides gras et de phospholipides est également 

modifiée et la membrane devient plus perméable (Bakkali et al., 2008). Finalement, une fuite 

du contenu de la cellule se produit, une perte massive de cytoplasme ou de certaines 

molécules ou ions peut entraîner la mort cellulaire (Burt, 2004). Le cytoplasme se coagule et 

les lipides et les protéines sont endommagés. La perte de macromolécules et la lyse sont les 

dernières étapes du mécanisme (Bakkali et al., 2008).  

L’activité antimicrobienne est influencée par le type de groupe alkyle ; l’alcényle étant plus 

actif que l’alkyle. Ainsi, le limonène (avec un groupe alcényle) qui est le composé majoritaire 
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des huiles extraites  est plus actif que le p-cymène (avec un groupe alkyle) contre les micro-

organismes (Dorman et Deans, 2000). 

Il a été démontré qu’en présence de limonène, certaines bactéries modifient leur profil 

lipidique. Les souches étudiées ont été exposées à leur concentration minimale inhibitrice, et 

leurs profils lipidiques ont été analysés après incubation. Escherichia coli (Gram négatif) 

diminue sa teneur en acide palmitique (C16) et augmente les proportions d’acide linoléique 

(C18:2), docosanoïque (C22) et eicosapentaénoïque (C20:5). Brochothrix thermospacta 

(Gram-positif) diminue également sa concentration en acide palmitique, tout en augmentant 

les acides pentadécanoïque insaturés (C15:1) et linolénique (C18:3). Cela signifie que 

l’application de limonène sur ces bactéries diminue les acides gras saturés et augmente les 

acides gras insaturés. Ce phénomène est lié à une augmentation de la fluidité membranaire (Di 

Pasqua et al., 2006). 

2. Encapsulation des huiles essentielles   

2.1. Encapsulation des huiles essentielles dans les silicates (SiO2) 

D’après les résultats de l’activité antioxydante des huiles essentielles testées, les huiles 

essentielles  de la variété Euréka extraites par pression à froid (HEP) s’avèrent les plus actives 

par comparaison aux autres huiles essentielles testées (HEH, HLH et HLP). Ces huiles ont fait 

l’objet d’encapsulation dans le dioxyde de silicium amorphe (SiO2). 

2.1.1. Pourcentage d’efficacité d’encapsulation  

Le pourcentage d’efficacité d’encapsulation est calculé par la formule décrite dans la partie du 

″matériel et méthodes″ en utilisant la courbe d’étalonnage des huiles essentielles libres (HEP) 

(Figure 22). Cette courbe nous a permis de déterminer la quantité des huiles essentielles 

encapsulées. 



Partie 3. Résultats et discussion 

 

72 

 

 

Figure 22. Courbe d’étalonnage des huiles essentielles libres 

L’efficacité d’encapsulation calculée est de 95,87%.  Liédana et al. (2013) ont signalé que 

l’encapsulation de la solution de caféine dans les silicates a donné un pourcentage qui ne 

dépasse pas 18%.  Le résultat enregistré dans ce travail signifie qu’il ya une affinité 

d’encapsulation très intéressante entre les huiles essentielles et les silicates.   

2.1.2. Caractérisation des capsules des huiles essentielles extraites 

Les capsules des huiles essentielles ont été caractérisées par  trois analyse : l’analyse 

thermogravimétrique (TGA) dans le but d’étudier la stabilité thermique des échantillons 

analysés, l’analyse par microscope électronique à balayage (MEB) pour l’obtention d’images 

de hautes résolutions et l’analyse par la réflexion totale atténuée (ATR) pour  la mesure du  

changement qui se produit dans un faisceau infrarouge totalement réfléchi à l’intérieur lorsque 

le faisceau entre en contact avec l’échantillon.  

2.1.2.1. Analyse thermogravimétrique (TGA) 

L’analyse thermogravimétrique a été introduite dans un but d’une évaluation de la stabilité 

thermique des huiles essentielles libres et encapsulées. Les résultats de la TGA sont présentés 

dans la figure 23. 
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Figure 23. Analyse thermogravimétrique des huiles essentielles 

libres et encapsulées 

 

D’après la figure 23, la perte du poids se produit à partir de la température de 86°C, et cela 

pour les huiles essentielles libres et encapsulées. Pour le même intervalle de température 

(entre 86°C et 170°C), la perte du poids est plus importante pour les huiles essentielles libres 

que pour les huiles essentielles encapsulées. Ces dernières ont un gain du poids entre 3 à 5% 

par rapport aux huiles essentielles libres. A partir de 187°C, la perte du poids  atteint 100% 

pour les huiles essentielles libres. Pour la même température, la perte de masse des huiles 

essentielles encapsulées est de 63% ce qui correspond à une certaine résistance de ces 

dernières par rapport aux huiles essentielles libres. Paseta et al. (2016) ont constaté que la 

perte de poids des huiles essentielles encapsulées dans le SiO2 amorphe est de 60% à la 

température de 200°C. L’étude de Liédana et al. (2013) a montré une résistance très 

importante de la solution de caféine encapsulée dans le dioxyde de silicium amorphe. A la 

température de 300°C, seulement une perte du poids de moins de 15% a été observée.  

L’encapsulation des huiles essentielles du citron, dans le dioxyde de silicium amorphe, leur a 

donné une certaine résistance à la dégradation thermique.  
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2.1.2.2. Analyse par microscope électronique à balayage (MEB) 

Les observations au MEB des échantillons de silicate et des huiles essentielles encapsulées 

dans les silicates sont présentées sur la figure 24 (a et b). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 24. Images au MEB 

(a) Silicates  (b) Capsules des huiles essentielles de citron  

 

Le traitement d’images a et b,  réalisé par le logiciel Mesurim, a donné des dimensions 

moyennes de particules de 9,96 ±1,09 µm et 10,04 ±1,80µm respectivement. Le test Student 

n’a révélé aucune différence significative (p<0,05) entre les dimensions de particules des 

silicates avant et après l’encapsulation. Le balayage de faisceaux d’électrons du MEB à la 

surface des échantillons a donné des images identiques a et b. Ce qui signifie que les huiles 

essentielles encapsulées n’ont pas affecté la structure amorphe des silicates.  

2.1.2.3. Analyse par la réflexion totale atténuée (ATR) 

Les résultats de l’analyse des huiles essentielles libres, encapsulées et silicates par la réflexion 

totale atténuée sont présentés dans la figure 25.  

       

(a) (b) 
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Figure 25. Analyse par la réflexion atténuée des huiles essentielles libres, encapsulées et des 

silicates 
 

D’après les résultats de la figure 25, les silicates n’ont pas interagit avec les huiles 

essentielles, d’où l’obtention des pics bien distincts. Les pics des huiles essentielles 

encapsulées sont le résultat de l’effet d’addition entre les pics des huiles essentielles libres et  

ceux des silicates (SiO2). Cela confirme les résultats précédents de l’analyse des échantillons 

par MEB.  

L’absence d’interactions entre les huiles essentielles et les SiO2 nous laisse supposer  que les 

activités biologiques des huiles essentielles sont probablement préservées. Dans ce travail, 

nous  nous sommes intéressés à l’application de ces huiles pour leur activité antioxydante 

dans la margarine allégée. Pour cela, l’activité antioxydante des huiles essentielles 

encapsulées a été évaluée et comparée à celle des huiles essentielles libres. 

2.2. Pouvoir antioxydant des huiles essentielles encapsulées  

L’activité antioxydante des huiles essentielles encapsulées a été déterminée par les mêmes 

tests que ceux de l’activité antioxydante des échantillons des huiles essentielles extraites 

(blanchissement du β-carotène, test au DPPH, test ABTS, test CUPRAC, test FRAP et test de 



Partie 3. Résultats et discussion 

 

76 

 

chélation du fer). Les  résultats d’EC50  des huiles encapsulées et des huiles essentielles libres 

sont présentés dans le tableau 11. 

Tableau 11. EC50 des huiles essentielles libres et encapsulées 

 
                     La   même lettre signifie l’absence de différence significative (p<0,05) entre les huiles analysées 

pour le même test 

A la lumière de ces résultats, le test Student n’a pas révélé de différence significative (p<0,05)  

entre les EC50 des huiles essentielles avant et après encapsulation. Ces résultats confirment 

ceux de la caractérisation par  le MEB et l’ATR des huiles encapsulées, où il y a absence 

d’interactions entre les huiles essentielles et le dioxyde de silicium amorphe. Par conséquent, 

l’activité antioxydante des huiles essentielles a été préservée après l’encapsulation dans le 

dioxyde de silicium amorphe.  

3. Incorporation  des huiles essentielles  libres et encapsulées  dans la margarine allégée 

3.1. Formulation de la margarine allégée 

Une recette de margarine allégée a fait l’objet de trois formulations : la première est la 

margarine allégée témoin (MT), la deuxième est la margarine allégée aux huiles essentielles 

libres (MHL) et la troisième est la margarine allégée aux huiles essentielles encapsulées 

(MHE).   

3.1.1. Caractéristiques physico-chimiques des margarines élaborées 

Les résultats de la caractérisation physico-chimique des margarines élaborées sont présentés 

dans le tableau 12.  

 

 
Tests 

EC50 (mg/ml) 

HEP (Libres) HEP (encapsulées) 

Test β-carotène 0,55±0,04 (a) 0,54 ± 0,03 (a) 

Test DPPH 0,66±0,03 (a) 0,67 ± 0,04 (a) 

Test ABTS 0,46±0,02 (a) 0,47 ± 0,01(a) 

Test CUPRAC 0,55±0,04 (a) 0,55 ± 0,02 (a) 

Test FRAP 0,51±0,04 (a) 0,51 ± 0,02 (a) 

Test de chélation  0,73±0,02 (a) 0,74 ± 0,01 (a) 
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Tableau 12. Caractéristiques physico-chimiques des margarines élaborées. 

 

Paramètres 

Teneurs 

MT MHL MHE 

Teneur en eau et en matières volatiles (%) 39,59 ±0,06 (a) 39,63 ± 0,04(a) 39,59 ± 0,05(a) 

Teneur en non gras (%) 40,74 ± 0,03(a) 40,78 ± 0,02(a) 40,77 ± 0,02(a) 

Teneur en gras (%) 59,26 ± 0,03(a) 59,22 ± 0,02(a) 59,23 ± 0,02(a) 

pH 4,7 ± 0,17(a) 4,6 ± 0,30(a) 4,8 ± 0,10(a) 

Teneur en sel (%) 0,29± 0,01(a) 0,3 ± 0,01(a) 0,29 ± 0,01(a) 

Indice de peroxyde (meq d’O2/kg) 0,99 ± 0,02(a) 0,99 ± 0,02(a) 0,98 ± 0,03(a) 

Point de fusion (°C) 36,50 ± 0,17(a) 36,77 ± 0,25(a) 37,03 ± 0,06(a) 

La même lettre signifie absence de différence significative (p<0,05) entre les trois margarines pour chaque 

paramètre physico-chimique. 

La teneur en eau et en matières grasse des margarines élaborées correspondent aux teneurs 

fixées dans la formulation de la margarine allégée (Vierling, 2003). Le pH obtenu pour les 

trois margarines est un pH conforme à la recette préétablie. D’après Karleskind (1992), le pH 

de la phase aqueuse doit être contrôlé. Une valeur basse de ce dernier freine la croissance des 

microorganismes. Le pH est fixé entre 4,0 et 5,5. Dans certaines margarines de feuilletage,  

les valeurs de 3,0 à 3,5 sont acceptées. Ces faibles valeurs de pH, conduisent à une sensation 

acide qui peut ne pas plaire aux consommateurs. 

La teneur en sel des échantillons de margarine est de 0,29 %. D’après Karleskind (1992), la 

teneur en sel est de l’ordre de 0,1 à 0,3 %, ce qui concorde avec nos résultats. Le sel joue un 

rôle très important dans la stabilisation de l’émulsion. D’après Frasch- Melnik et al. (2010), 

l’utilisation des cristaux de monoglycérides comme émulsifiant ou bien en combinaison avec 

les cristaux de triglycérides améliore la stabilité des émulsions eau dans l’huile par 

encapsulation du sel qui se fait grâce à la formation de coquilles solides autour des 

gouttelettes d’eau contenant le sel par les cristaux d’émulsifiants agglomérés.  

L’indice de peroxyde calculé dans les trois margarines est de 0,99 meq d’O2/kg. Cet indice est 

un critère très utile, d’une sensibilité satisfaisante pour apprécier les premières étapes d’une 

détérioration oxydative (Karleskind, 1992). Les valeurs de l’indice de peroxyde enregistrées 

sont nettement inferieures à la norme utilisée comme références par l’auteur (5 méq d’O2/ 
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Kg). Par conséquent,  ces résultats reflètent la caractéristique de fraicheur des margarines 

élaborées. 

Les valeurs du point de fusion des margarines élaborées est de 37°C. Les points de fusion 

obtenus sont liés à la composition en acides gras des margarines. Selon Ghotra et al. (2002),  

les graisses et les huiles contenant des acides gras saturés à longues chaînes ont des points de 

fusion plus élevés que les acides gras polyinsaturés ou à courtes chaînes. En effet, le point de 

fusion de la margarine doit être fixé de manière à ce qu’elle soit fondante dans la bouche mais 

aussi plastique à température ambiante pour supporter le travail mécanique lors de la 

tartinabilité (Karabulut et al.,  2004).  

Le test ANOVA a révélée une absence de différence significative (p<0,05) entre les 

paramètres physico-chimiques des trois margarines élaborées. L’ajout des huiles essentielles 

(libres et encapsulées) n’a pas modifié les paramètres en question, cela est peut être dû à la 

quantité minime des huiles essentielles  ajoutée (100ppm). 

Concernant l’indice de solide (SFC), il se rapporte théoriquement au pourcentage de matières 

grasses qui sont solides à des températures différentes. Il est responsable de plusieurs 

caractéristiques du produit, y compris son aspect général et ses propriétés organoleptiques 

(Noor Lida et al., 2002).  

Expérimentalement, les résultats du taux du solide des margarines élaborées sont représentés 

dans la figure 26. 

 

Figure 26. Taux du solide des margarines élaborées  
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Le taux de solide des margarines élaborées est de 37% à 5°C et 2% à 40°C. D’après De Greyt 

et Huyghebaert (1993), le taux du solide des margarines allégées tartinables ne doit pas 

dépasser 40% à 5°C et pas plus de 6% à 37°C. Selon Kok et al. (1999) et Karabulut et al. 

(2004), les margarines ne doivent pas manifester d’aspect collant  sur la langue et doivent 

avoir des SFC ≤ 3,5% à 37°C et fondre complètement à cette température. Cependant, en 

dessous de la température de l’organisme une certaine teneur en solide est requise afin de 

contribuer à la structure et à la texture de la margarine.  

Le test ANOVA effectué sur les résultats SFC n’a révélé aucune différence significative entre 

les trois margarines et cela pour toutes les températures pour lesquelles elles sont testées.  

3.1.2. Composition en acides gras  des margarines élaborées 

Quant à la teneur de la composition en acides gras des margarines élaborées, les résultats sont 

représentés dans le tableau 13. 

Tableau 13. Composition en acides gras des margarines élaborées 

 

Acides gras 

Teneur en % 

MT MHL MHE 

Acide caprylique (C8 : 0) 1,11 ± 0,02 (a) 1,12 ± 0,02 (a) 1,11 ± 0,02 (a) 

Acide caprique (C10 : 0) 2,64 ± 0,02 (a) 2,65 ± 0,02 (a) 2,64 ± 0,03 (a) 

Acide laurique (C12 : 0) 12,53 ±0,01(a) 12,53 ± 0,02 (a) 12,53 ± 0,02 (a) 

Acide myristique (C14 : 0) 6,07 ± 0,02 (a) 6,08 ± 0,04 (a) 6,08 ± 0,03 (a) 

Acide palmitique (C16 : 0) 15,32± 0,03(a) 15,32 ± 0,02 (a) 15,31 ± 0,02 (a) 

Acide stéarique (C18 : 0) 7,03 ± 0,04 (a) 7,05 ± 0,04 (a) 7,09 ± 0,02 (a) 

Acide palmitoléique (C16 :1) 0,94 ± 0,03 (a) 0,94 ± 0,03 (a) 0,94 ± 0,01 (a) 

Acide oléique (n 9) (C18 :1) 29,44± 0,02(a) 29,42 ± 0,02 (a) 29,43 ± 0,02(a) 

Acide oléique (n 7) (C18 : 1) 0,55± 0,02 (a) 0,55± 0,03 (a) 0,54± 0,02 (a) 

Acide linoléique (C18 : 2) 18,78± 0,01(a) 18,75± 0,02 (a) 18,75± 0,01 (a) 

Acide linolénique (C18 : 3) 2,14 ± 0,02 (a) 2,14 ± 0,01 (a) 2,14 ± 0,02 (a) 

La même lettre signifie absence de différence significative (p<0,05) de la composition en acides gras des trois 

margarines 

La composition des margarines élaborées en acides gras est liée à la teneur en ceux-ci dans les 

huiles végétales utilisées dans la formulation (huile de tournesol, huile de palme, huile de 

palme hydrogénée et huile de soja). Les acides: caprylique, caprique, laurique et myristique 
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proviennent de l’huile de coprah. Les acides : palmitique, stéarique, oléique et linoléique 

proviennent de l’huile de palme. L’acide linolénique provient de l’huile de soja (Vierling, 

2003). 

L’analyse de la variance n’a pas révélé de différence significative (p<0,05) entre la 

composition  en acides gras des trois margarines formulées. 

Kandhro et al. (2008) ont étudié la composition en acides gras par GC/MS de dix margarines. 

De leurs travaux, il en ressort que la majorité de celles-ci contiennent l’acide palmitique 

comme composé majoritaire provenant de l’huile de palme. Les acides  laurique et myristique 

sont également présents dans les margarines étudiées. Elles contiennent des AGI et des AGPI 

comme le C18:1 et le C18:3. L’acide oléique étant le composé majoritaire, il est considéré 

comme bénéfique pour la santé, en raison de sa contribution à l’abaissement des niveaux de 

LDL (Low Density Lipoprotein ). Les autres AGPI sont également bénéfiques et luttent 

contre les maladies chroniques et cardiovasculaires par régulation des niveaux des lipides 

sanguins et ont également des fonctions immunitaires.  

La composition des différentes classes d’acides gras est résumée dans le tableau 14. 

Tableau 14. Différentes classes d’acides gras des margarines élaborées. 

Classe d’acides gras 
Teneur en % 

MT MHL MHE 

AGS 44,7 44,75 44,76 

AGMI 30,93 30,91 30,91 

AGPI 20,92 20,89 20,89 

AGI 51,85 51,80 51,80 

AGI/AGS 1,15 1,15 1,15 

  

D’après ce tableau, le  rapport AGI/AGS est de 1,15, ce qui reflète la richesse des margarines 

élaborées  en acides gras mono- et polyinsaturés par rapport aux acides gras saturés. Cela est 

dû à la composition du mélange des huiles utilisées dans la formulation. Cette valeur concorde 

avec les recommandations des nutritionnistes (AGI/AGS ˃0,8) (Karleskind, 1992).  
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3.1.3. Évaluation de la résistance à l’oxydation forcée  

Les résultats de la période d’induction (PI) et de l’activité antioxydante relative (AAR)  ou 

facteur de protection (Fp) des trois margarines testées sont représentés dans le tableau 15. La 

période d’induction de la margarine sans α-tocophérol et sans huiles essentielles est de 3,1 h. 

Tableau 15. Période d’induction et facteur de protection des margarines testées 

Echantillons PI (h) Fp (AAR) 

Margarine témoin  7,66 ± 0,02 (a) 2,47 ± 0,01(a) 

Margarine à HE libre  6,32 ± 0,02 (b)  2,04 ± 0,01 (b) 

Margarine à HE encapsulée  7,01 ± 0,03 (a) 2,26 ± 0, 01 (a) 

La  période d’induction est plus importante pour la margarine témoin (margarine à α-

tocophérol),  suivie de la période d’induction de la margarine aux huiles essentielles 

encapsulées et enfin celle de la margarine aux huiles essentielles libres. La  même remarque  a 

été  enregistrée  pour le facteur de protection (activité antioxydante relative). Le  test ANOVA 

a  révélé une différence significative,  pour la période d’induction et le facteur de protection 

(AAR), entre la margarine témoin (MT) et la  margarine aux huiles essentielles libres (MHL). 

En revanche, aucune différence significative n’a été signalée entre  la margarine témoin (MT) 

et la  margarine aux huiles essentielles encapsulées (MHE) pour les mêmes paramètres. 

D’après les résultats obtenus et en s’appuyant sur les résultats concluants de  Li  et al. (2014), 

l’encapsulation  des huiles essentielles par le SiO2 amorphe permet d’immobiliser leurs  

composés volatils et de les protéger contre les conditions du test Rancimat (oxygène et 

température) ainsi de moduler leur  libération en prolongeant leur  profil cinétique. 

3.2. Analyse sensorielle des margarines élaborées 

L’analyse sensorielle a été effectuée par trois tests : un test triangulaire réalisé dans le but de 

déterminer s’il y a des différences perceptibles entre les  échantillons de margarine élaborées ;  

un test de classement par rang, dont l’objectif est de classer et situer les échantillons de 

margarine aux huiles essentielles du citron (libres et encapsulées) par rapport à la margarine 

témoin (α-tocophérol), et enfin un test hédonique, pour évaluer l’acceptabilité des produits 

élaborés et pour entourer les attentes des consommateurs. 
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3.2.1. Test triangulaire 

Les résultats de ce test sont présentés dans le tableau 16 où les bonnes appréciations des 

dégustateurs sont indiquées par un (+) et les mauvaises appréciations  par un (-) et cela pour 

les trois combinaisons. 

 

Tableau 16. Test triangulaire. 

Dégustateurs  
 Combinaisons   

MT- MHL MT - MHE MHL - MHE 

01 + + - 

02 + - + 

03 + - + 

04 + - - 

05 + - + 

06 + + + 

07 + - + 

08 - + + 

09 + - - 

Total de bonnes 
appréciations 

8 3 6 

 

En se référant au tableau  de l’annexe 2 : 

Pour un ensemble de 9 dégustateurs et 8 bonnes appréciations, la probabilité est de 0,001. 

Cette valeur est inférieure au niveau de signification de 5 %, ce qui traduit une différence 

significative entre la margarine témoin (MT) et la margarine aux huiles essentielles libres  

(MHL) ; 

Pour un ensemble de 9 dégustateurs et 3 bonnes appréciations, la probabilité est de 0,623. 

Cette valeur est supérieure au niveau de signification de 5 %, ce qui traduit une absence de 

différence significative entre la margarine témoin (MT)  et la margarine aux huiles 

essentielles encapsulées  (MHE) ; 

Pour un ensemble de 9 dégustateurs et 6 bonnes appréciations, la probabilité est de 0,042. 

Cette valeur est inférieure au niveau de signification de 5 %, ce qui traduit une différence 

significative entre la margarine aux huiles essentielles libres  (MHL) et la margarine aux 

huiles essentielles encapsulées  (MHE). 
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3.2.2. Test de classement 

Nous avons demandé aux dégustateurs de classer le goût des échantillons en termes 

d’acceptabilité sans mettre d’égalité, en donnant à chaque échantillon une cote différente 

même s’il semblait identique. Les classements donnés à chaque échantillon par les 09 

dégustateurs sont regroupés dans le tableau 17. 

Tableau 17. Test du classement par rang 

Dégustateurs  
 Echantillons  

MT MHL MHE 

01 2 1 3 

02 3 1 2 

03 3 1 2 

04 1 3 2 

05 3 1 2 

06 3 1 2 

07 3 1 2 

08 3 1 2 

09 3 1 2 

Total classement 24 11 19 

Classement 3 1 2 

Les différences entre les totaux de classement par paires  sont : 

MT - MHL = 24 - 11= 13 

MT – MHE = 24 – 19 = 5 

MHE – MHL = 19 – 11 = 8 

La valeur critique calculée est de 10 (09 dégustateurs et 03 échantillons, pour p < 0,05) 

(Tableau de l’annexe 3). Nous considérons que la différence est significative si l’effectif issu 

de la soustraction ou différence entre les totaux  de classements par paires est supérieure à 10. 

Les différences entre les totaux de classements par paires, montrent qu’il n’y a pas de 

différence significative entre le goût des margarines témoin (MT) et aux huiles essentielles 

encapsulées (MHE) et celui des margarines aux huiles essentielles libres (MHL) et aux huiles 

essentielles encapsulées (MHE). En revanche, il ya une différence significative  entre le goût 

de la  margarine  témoin  (MT) et des  margarines  aux huiles essentielles libres (MHL). 
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Les dégustateurs ont classé le goût des margarines par ordre de préférence, en attribuant le 

premier rang pour la margarine aux huiles essentielles libres, suivie de la margarine 

 en deuxième rang, et la margarine témoin en troisième rang. 

Les résultats du test hédonique sont représentés dans la figure 27 :  

Figure 27. Test hédonique des margarines élaborées.
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Nous rappelons que les principaux  objectifs visés  de ce travail sont  d’évaluer, dans un 

premier temps,  le pouvoir antioxydant (inhibition de la peroxydation lipidique,  piégeage des 

radicaux libres, réduction  et chélatation du fer) et le pouvoir antimicrobien (antibactérien et 

antifongique) des huiles essentielles du citron  dans  leur état libre. Dans un deuxième temps, 

évaluer le pourcentage d’encapsulation des huiles essentielles ayant  donné le meilleur 

potentiel antioxydant dans la silice amorphe  dont le but est de pallier au problème de leur 

instabilité. Dans un troisième temps, tester le pouvoir antioxydant des huiles essentielles dans  

leur état encapsulé avec les mêmes tests (cités ci-dessus).  Dans un dernier temps,  appliquer 

ces huiles encapsulées  dans la margarine allégée  et suivre sa stabilité oxydative. En parallèle, 

des margarines témoins  ont été élaborées.  Pour atteindre ces  objectifs, plusieurs paramètres 

ont été testés notamment  la variété, le mode d’extraction,  le pouvoir antioxydant,  le pouvoir 

antimicrobien, l’encapsulation,  l’efficacité de l’encapsulation, la formulation de margarines,  

le test de stabilité de margarine  et le  test sensoriel. 

Les principaux résultats obtenus   montrent que l’hydrodistillation  est le procédé ayant  donné 

un meilleur  rendement en huiles essentielles à partir du zeste de Citrus limon pour les deux 

variétés étudiées (Eureuka et Lisbon). Un effet marquant  de la variété et du mode 

d’extraction a été enregistré  sur la composition des huiles  essentielles extraites, avec une  

dominance du limonène  suivi de l’α-pinène,  l’α-citral et le γ-terpinène.   

L’activité antioxydante des huiles  extraites  a donné des résultats comparables à ceux des 

standards testés et cela pour le pouvoir d’inhibition de la peroxydation lipidique, le pouvoir de 

piégeage des radicaux libres et le pouvoir réducteur. L’activité chélatrice des huiles extraites  

n’est pas intéressante par comparaison au pouvoir chélateur de l’EDTA.  

Concernant l’effet antimicrobien, toutes les souches microbiennes testées ont montré une 

sensibilité aux huiles essentielles testées. Les paramètres microbiologiques étudiés (CMI et 

CMB)  ont donné des valeurs correspondantes à une activité antibactérienne plus intéressante 

pour les bactéries Gram positif que pour les bactéries Gram négatif. Les valeurs des CMI et 

CMF traduisent une activité antifongique non négligeable.  

D’une manière générale, les huiles extraites par pression à froid ont révélé des activités 

biologiques (activité antioxydante et antimicrobienne) plus importantes que celles des huiles 

extraites par hydrodistillation, cela peut être attribué  à la teneur élevée en limonène  

responsable de  ces activités. 
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L’encapsulation des huiles essentielles extraites par pression à froid de la variété Euréka 

(ayant  donné le meilleur pouvoir antioxydant par rapport aux autres huiles extraites) a montré 

une efficacité d’encapsulation importante, équivalente à  95,87%. Les résultats des analyses 

par MEB et ATR ont montré l’absence  d’interaction entre les huiles essentielles et les 

silicates  (SiO2). L’analyse thermogravimétrique a révélé une résistance thermique importante 

des huiles encapsulées par rapport aux huiles essentielles libres. Les valeurs du  pouvoir 

antioxydant des huiles encapsulées  et libres  sont  similaires   (p<0,05). 

L’application des huiles essentielles libres et encapsulées à la margarine allégée n’a pas 

modifié ses caractéristiques physico-chimiques par rapport à la margarine témoin (sans huiles 

essentielles). Les résultats de la résistance à l’oxydation forcée ont montré que les huiles 

essentielles encapsulées ont une résistance comparable à celle du témoin (margarine avec α-

tocophérol). En revanche la margarine aux huiles essentielles libres a donné une période 

d’induction moins importante. Cela nous a permet de confirmer la résistance des huiles 

essentielles encapsulées  aux conditions du test Rancimat  par comparaison  aux huiles libres. 

L’analyse sensorielle a montré que les dégustateurs ont préféré la margarine aux huiles 

essentielles libres, vient en deuxième position la margarine aux huiles essentielles encapsulées 

et enfin la margarine témoin. Donc,  il est intéressant de procéder à l’élaboration d’une 

margarine aux huiles essentielles du citron quelque soit leur état (libres ou encapsulées).  

Concernant les différentes perspectives de ce travail, il serait intéressant d’exploiter  les  

activités antibactériennes et antifongiques révélées de ces huiles essentielles dans le domaine 

de l’industrie agroalimentaire,  d’étudier les interactions entre les composés des huiles 

essentielles et la matrice alimentaire, de faire une étude sur la libération contrôlée des huiles  

essentielles  encapsulées et d’évaluer le coût pour une éventuelle  application industrielle. 
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Annexe 1 

 

 

Schéma de e la chaîne pilote (schéma interne de l’entreprise Cevital Food SPA de Béjaia).



Annexe 2 

Test binomial à une queue

 

 

 

 



Annexe 3 

Différences des sommes de classement par rang absolu critiques pour les comparaisons de 

«tous les traitements» à un seuil de signification de 5 % 
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Spectre de l’huile essentielle de la variété Euréka extraite par hydrodistillation (HEH) 
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Spectre de l’huile essentielle de la variété Lisbon extraite par hydrodistillation (HLH) 
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The study evaluates the chemical composition, antioxidant and antimicrobial effects properties of 
essential oil of Citrus limon (Eureka) extracted by hydrodistillation. The composition of this oil was 
analysed by GC/MS for 30 constituents, which accounted for 97.8% of total oil. The main components 
were limonene (61.3%) followed by β-pinene (9.7%), α-citral (4.2%) and α-terpinene (3.8%). Antioxidant 
activity of the C. limon essential oil was evaluated by using DPPH radical scavenging and β-carotene-
linoleic acid bleaching. In both tests, the oil showed antioxidant property close to that of positive 
control (α-tocopherol). The essential oil was tested against nine bacteria (two Gram+: Bacillus cereus, 
Staphylococcus aureus ATCC 29213 and seven Gram-: Escherichia coli ATCC 25922, Pseudomonas 
aeruginosa ATCC 27853, Salmonella enterica, Klebsiella pneumoniae, Enterobacter aerogenes, Serratia 
marescens, Proteus mirabilis) by using disc diffusion and microdilution methods. C. limon essential oil 
showed antimicrobial effect against all microorganisms tested. Maximum activity (MIC = 180 μg.ml

-1
) 

was observed against Staphylococcus aureus. 
 
Key words: Chemical composition, diffusion technique, microdilution technique, hydrodistillation, percentage of 
inhibition.  

 
 
INTRODUCTION  
 
Citrus is produced in abundance in several areas 
worldwide (Thomas and Spreen, 2010). The amount of 
residue obtained from Citrus fruits account for 50% of the 
original amount of the whole fruits (Chon and Chon, 
1997).  Essential  oils  have  diverse  and  high  biological 

applications. For instance, they are used in the medical 
field like biocidal activities (bactericidal, virucidal and 
fungicidal) and medicinal properties (Mayaud et al., 
2008). The use of essential oils as food preservatives has 
been described (Burt, 2004; Tiwari et al., 2009). Because  
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of their complex chemical composition which composed 
of more than 100 different terpinic compounds, essential 
oils have a broad biological and antimicrobial activity 
spectrum (antibacterial, antifungal, antimoulds, antiviral, 
pest control, insect repellents). 

Recently, the essential oils and various extracts of 
plants have been of great interest as they have been 
important sources of natural products. In order to prolong 
the storage stability of foods in industrial processing, 
synthetic antioxidants and antibacterials are used. 
Otherwise, side effects of some synthetic conservatives 
used in food processing have been documented (Ames, 
1983; Baardseth, 1989). For this reason, governmental 
authorities and consumers are concerned about the 
safety of the food and potential effects of synthetic 
additives on human health (Reische et al., 1998).  

Despite their wide uses and fragrances, essential oil 
constitutes an effective alternate to synthetic compounds 
produced by chemical industry without having any side 
effects (Faixova and Faix, 2008). The objective in this 
present study is to evaluate the antioxidant and 
antibacterial properties of essential oil of Citrus limon 
(Eureka variety) extracted by hydrodistillation. 
 
 
MATERIALS AND METHODS 
 
Essential oil 
 
Process of extraction  
 
The essential oil of C. limon (Eureka) peel is extracted by steam 
distillation for 2 h and 30 min using a Clevenger-type apparatus. 
The supernatant was separated by decantation after addition of 50 
% NaCl. The essential oil was collected, dried over anhydrous 
sodium sulfate, and stored in glass vials covered with aluminum foil 
at 4°C until used.  
 
 
Gas chromatography-mass spectrometry 
 
The essential oils were analyzed by gas chromatography coupled 
to mass spectrometry (GC/MS) (using a DB-5 fused-silica-capillary 
column polar (30 m × 0.25 mm, 0.25 µm film thickness). The oven 
temperature program was 60°C and held for 8 min, then increased 
from 45 to 250°C at a rate of 2°C/min which was held at 250°C for 
20 min. Helium gas was used as the carrier gas at a constant flow 
rate of 3 ml/min. Injector and MS transfer line temperatures were 
set at 250°C and 280°C, respectively. The temperature of electronic 
impact at 70 eV source was 230°C. Samples (0.2 µl) were injected 
at 250°C at a split ratio 50:1. Identification of the components was 
made by determination of their retention indices (KI) relative to 
homologous series of n-alkanes (C8-C28) (Fluka, Buchs SG, 
Switzerland)  by matching recorded mass spectra with those stored 
in spectrometer database (NIST MS Library v. 2.0) and bibliography 
(Adams, 2001). Component relative percentages were calculated 
based on GC peak areas. 
 
 
Evaluation of the antioxidant and antiradical activities 
 
Scavenger effect on DPPH 
 
The ability of the essential oil to donate hydrogen atom  or  electron  
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and scavenge 1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl (DPPH) radical was 
determined by slightly modified method of Brand (Brand-Williams et 
al., 1995). The concentrations of the tested essential oil ranged 
from 2 to 0.05 mg/ml. A portion of sample solution (200 µl) was 
mixed with 3 ml of 5.25 × 10-5 mol/l DPPH in absolute ethanol. The 
decreasing absorbance of the tested mixtures was monitored every 
1min for 30 min at 515 nm using ultraviolet and visible (UV-Vis) 
spectrometer. 

Absolute ethanol was used to zero the spectrophotometer. The 
DPPH solution was used as a blank sample and α- tocopherol was 
used as a positive probe. The radical scavenging activity of the 
tested essential oil, expressed as percentage inhibition of DPPH, 
was calculated according to the following formula:  

 

 

 

Where, At is the absorbance value of the tested sample and A0 is 
the absorbance value of the blank sample, in a particular time (t). 
The percentage of inhibition was plotted after 30 min against 
concentration, and the equation for the line was used to obtain the 
IC50 value.  
 
 

Β-carotene bleaching assay 
 

Antioxidant capacity is determined by measuring the inhibition of 
the volatile organic compounds and the conjugated diene 
hydroperoxides arising from linoleic acid oxidation (Dapkevicius et 
al., 1998). A mixture of 2 mg β-carotene and 25 µl linoleic acid was 
prepared in 10 ml of chloroform and 200 mg Tween 40. The 
chloroform evaporated completely at 40°C under vacuum. 50 ml of 
oxygenated distilled water was subsequently added to the residue 
and mixed gently to form a yellowish emulsion. The essential oil 
and α-tocopherol (positive control) were individually dissolved in 
methanol (2 mg/ml), 350 µl volumes of each were added to 5 ml of 
the above emulsion in test tubes and mixed thoroughly. The test 
tubes were incubated in a water bath at 50°C for 2 h together with a 
negative control (blank) which contained the same volume of 
methanol instead of the essential oil. The absorbance values were 
measured at 470 nm on an ultraviolet and visible (UV-Vis) 
spectrometer. The antioxidant activities (inhibitions percentage, I%) 
of the samples were calculated using the following equation :  
 

 
 
Where, Aβ-carotene after 2 h assay is the absorbance value of β-
carotene after 2 h assay remaining in the sample and Ainitial β-carotene 
is the absorbance value of β-carotene at the beginning of the 
experiments. 
 
 

Antimicrobial activity 
 

Bacterial strains 
 

The essential oil was tested against nine strains of food borne 
pathogenic bacteria: two Gram+: Bacillus cereus, Staphylococcus 
aureus ATCC 29213 and seven Gram-: Escherichia coli ATCC 
25922, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, Salmonella 
enterica, Klebsiella pneumoniae, Enterobacter   aerogenes, 
Serratia  marcescens and Proteus mirabilis. Bacterial strains were 
cultured overnight at 37°C on Mueller Hinton broth and adjusted to 
a final density of 106 CFU/ml, used as an inoculum. 
 
 

Diffusion assay  
 

In vitro, antibacterial activity of the essential oil was evaluated 
against the nine bacterial strains by the disk diffusion method  (Rota  

IC (%) = [(A0- At)/A0] × 100 

 

= ( A β-carotene after 2h assay / A initial β-carotene) x100 
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et al., 2004). The test was performed in sterile Petri dishes 
containing solid and sterile Mueller-Hinton agar medium. The 
essential oil (5 µl) absorbed on sterile paper discs (Whatman disc of 
6 mm diameter), were placed on the surface of the media 
previously inoculated with 100 µl of microbial suspension (106 
CFU/ml), then the Petri dishes were incubated at 37°C for 24 h after 
staying at 4°C for 2 h. The inhibition zone diameters around each of 
the disks (diameter of inhibition zone including the disc diameter) 
were measured in millimeters. 
 
 
Determination of minimal inhibitory concentration (MIC) 
 
The minimal inhibition concentration (MIC) values were studied for 
the bacterial strains which were sensitive to essential oil in disc 
diffusion assay. Minimal inhibition concentration (MIC) values were 
determined by broth micro dilution method (Carson and Riley, 
1995). The test was performed in Mueller Hinton broth (MHB) 
supplemented with Tween 80 (concentration of 0.5% (v/v) and 1 ml 
of different concentrations of essential oil (1000 to10 μg/ml with a 
range of 10 μg/ml) diluted in DMSO). 

Bacterial strains were cultured overnight at 37°C in Mueller 
Hinton Agar (MHA). Test strains were suspended in MHB to give a 
final density of 105 CFU/ml. The mixture (various dilutions of the 
essential oil + MHB + Tween 80) was placed in Petri dishes, after 
solidification bacterial strains are inoculated (1 μl containing 105 
CFU/ml) and the negative control was set up with it.  

The MIC is defined as the lowest concentration of the essential 
oil at which the microorganism tested, does not demonstrate visible 
growth in the broth after 24 h of incubation at 37°C (Bassole et al., 
2003). The MBC is the lowest concentration of essential oil 
inhibiting any growth visible to the naked eye after 5 days of 
incubation at 37°C (Mayachiew and Devahastin, 2008). The tests 
were performed in duplicate and were repeated twice. 
 
 
Statistical analysis 
 
The obtained yield, antioxidant and antibacterial results were stated 
in mean ± standard deviation. Significant differences means were 
determined by Student t-test. Probability values lower than 5% were 
regarded as significant.  
 
 
RESULTS AND DISCUSSION  
 
Chemical composition of the essential oil 
 
The oil extracted (2.04 ± 0.34 %) is yellowish in color and 
has an aromatic odor characteristic of lemon. The yield 
cited by Himed and Barkat (2014) of the Eureka variety, 
extracted by cold pressure is 1.02 ± 0.04%. The two 
yields represent a significant difference; this means that 
the method of extraction affects the yield.  

Regarding the chemical composition of the essential oil 
tested, this was shown to be a complex mixture of many 
components. Table 1 show the identified 30 compounds 
which accounted for 97.8% of the total oil. The essential 
oil was dominated by limonene (61.3%) followed by β-
pinene (9.7%), α-citral (4.2%) and α-terpinene (3.8%). 
Limonene concentration is an essential oil which may 
vary between 32 and 98%, and that depend on: 32 to 
45% in bergamot, 45 to 76% in lemon and 68 to 98% in 
sweet orange (Moufida and Marzouk, 2003).  

 
 
 
 
Antioxidant property  
 
As shown in the Table 2, the free radical scavenging 
activity measured by DPPH assay of the essential oil 
tested is inferior to α-tocopherol with IC50 (1.01 ± 0.420 
and 0.78 ± 0.130 mg/ml respectively). Oxidation of 
linoleic acid, in β-carotene/linoleic acid system, is 
effectively inhibited by the essential oil of C. limon with a 
value close to α-tocopherol (72.2 ± 0.014% and 72.8 ± 
0.079% respectively). No significant differences were 
reported, it means that C. limon essential oil has 
significant antioxidant property close to that of α-
tocopherol. 

Wei and Shibamoto (2007) showed the presence of a 
significant antioxidant potential of essential oils rich in 
hydrocarbon monoterpenes (limonene and β-pinene). 
Ruberto and Baratta (2000) reported that γ-terpinene 
could also be taken into account for the antioxidative 
activity observed, which is for 3.8% oil studied. This 
activity can also be attributed to the presence of 
oxygenated sesquiterpenes (Cherrat et al., 2014). 
Aoyama et al. (1988) reported that terpenes showed a 
synergistic effect in antioxidation with other antioxidants.  

Therefore, by inference the higher antioxidant activity in 
the essential oils might be due to their higher contents of 
terpenes (with basic structure of isoprene) (Mau et al., 
2003). The aldehyde monoterpenes (citral) and 
hydrocarbon sesquiterpenes (trans-caryophyllene) were 
responsible for DPPH neutralization (Mimica-Dukic et al., 
2004). 
 
 

Antimicrobial property 
 
The disc diameters of zone of inhibition (DIs), minimum 
inhibitory concentrations (MICs) and minimum 
bactericidal concentrations (MBCs) of C. limon essential 
oil for the bacteria tested are shown in Table 3. The 
correlation between the two different screening methods 
was examined, and generally have larger zones of 
inhibition correlated with lower MIC and MBC values.  

The essential oil of C. limon showed inhibition zones 
against all microorganisms tested. This was confirmed by 
both MICs and MBCs data, where the essential oil 
exhibited significant antibacterial activity against the 
microorganisms tested, particularly against gram-positive 
bacteria (S. aureus and B. cereus) which have the lowest 
MIC (240 and 300 μg.ml

-1
 respectively). As cited by Burt 

(2004) and Hussain et al. (2010), the test Gram-positive 
bacteria were found to be more susceptible to 
antimicrobial agents than Gram-negative bacteria. The 
weaker antimicrobial activity against Gram-negative 
compared to Gram-positive bacteria is ascribed to the 
structure of their cellular walls mainly with regard to the 
presence of lipoproteins and lipopolysaccharides in 
Gram-negative bacteria that form a barrier to hydrophobic 
compounds (Inouye et al., 2001). It is well known that the 
composition, structure,  as  well  as  functional  groups  of  



Himed et al.          359 
 
 
 

Table 1. Chemical composition of Citrus limon (Eureka variety) essential oil obtained by 
hydrodistillation. 
  

N° RT min Compound Area percentage (%) I 

1 10.243 α-Thujene 0.24 931.196 

2 10.645 α- Pinene 1.47 938.523 

3 13.452 β-Pinene 9.65 981.960 

4 14.420 β-Myrcene 1.35 994.856 

5 17.666 Limonene 61.26 1044.186 

6 18.542 β-Ocimene 0.13 1056.486 

7 19.292 γ-Terpinene 3.84 1066.498 

8 21.232 α-Terpinolene 0.19 1090.692 

9 22.621 Linalool 0.39 1108.870 

10 24.073 Trans -Limonene oxide 0.15 1131.072 

11 24.555 Cis-Citronellol 0.61 1138.016 

12 24.926 Trans-Citronellol 0.78 1143.268 

13 25.263 Camphor 0.26 1147.971 

14 25.434 Citronellal 0.25 1150.334 

15 28.039 α-Terpineol 0.37 1184.485 

16 29.260 Linalyl propionate 1.07 1199.414 

17 31.355 Trans-carveol 0.20 1231.182 

18 31.940 Cis-Carveol 0.20 1240.145 

19 32.541 Cis-Citral 2.39 1248.850 

20 33.700 Geranial 0.17 1265.193 

21 34.732 α-Citral 4.22 1279.279 

22 40.394 Piperitenone oxide 1.11 1363.013 

23 40.721 Neryl  acetate 1.40 1368.244 

24 42.023 β-Elemene 2.22 1386.968 

25 44.021 Trans-caryophyllen 0.11 1417.241 

26 45.063 Trans-α-bergamotene 0.85 1435.896 

27 46.571 Germacrene 0.22 1460.544 

28 49.705 γ-Cadinene 1.21 1501 

29 50.906 Myristicine 0.81 1531.537 

30 54.111 Caryophyllene oxide 0.71 1584.571 

 
 
 

Table 2. Effects of Citrus limon essential oil and positive control (α-tocopherol) on DPPH and β-
carotene/linoleic acid systems. 
 

Parameters Essential oil α-tocopherol 

DPPH assay (IC50, mg/ml) 1.01 ± 0.420 0.78 ± 0.130 

β-carotene – linoleic acid assay (I %) 72.81 ± 0.014 73.18 ± 0.079 

 
 
 
essential oil play an important role in determining their 
antimicrobial activity. It has been demonstrated that, 
essential oils exercise their antimicrobial activity by 
causing structural and functional damages to the 
microbial cell membrane (Goni et al., 2009). 

Limonene was present at a very high concentration in 
the Citrus essential oil. According to Espina et al. (2011), 
the greater antimicrobial activity of essential oil might not 
be attributed to limonene,  but  should  be  related  to  the 

presence of other essential oil constituents; unlike Ruiz 
and Flotats (2014) who reported that, the documented 
antimicrobial effect of Citrus essential oil can be 
attributed to the essential oil or limonene as well, as its 
main component.  

The strong antimicrobial activity of the essential oil 
against the susceptible microorganisms can be attributed 
to the presence of high concentration of monoterpenes 
(Reza et al., 2014),  where  78.1%  are  monoterpenes  in  
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Table 3. Antibacterial property of Citrus limon (Eureka) essential oil. 
 

Bacteria tested DI  (mm) MIC (μg.ml
-1

) MBC (μg.ml
-1

) MIC/MBC 

Bacillus cereus 14.5 ± 0.710 210 260 1.23 

Staphylococcus aureus ATCC 29213 16 ± 0.130 180 180 1 

Escherichia coli ATCC 25922 9.1 ± 0.217 760 / / 

Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 8.9 ± 0.801 790 / / 

Salmonella enterica 12.7 ± 0.112 410 500 1.21 

Klebsiella pneumoniae 10.1 ± 0.621 620 620 1 

Enterobacter aerogenes 10.7 ± 0.171 580 700 1.20 

Serratia marcescens 11.2 ± 0.431 500 640 1.28 

Proteus mirabilis 9.8 ± 0.278 700 / / 
 

DI (mm), Diameter of inhibition zones of essential oil including diameter of disc 6 mm; MIC (μg.ml
-1
), minimum 

inhibitory concentration; MBC (μg.ml
1
), minimum bactericidal concentration. 

 
 
 
the essential oil of C. limon tested. Moreover, oxygenated 
monoterpenes might be involved in higher antimicrobial 
activity of studied essential oil. Some authors (Carson 
and Riley, 1995; Burt, 2004) have demonstrated that 
oxygenated monoterpenes had an important antimicrobial 
activity. Nevertheless, the antimicrobial activity of 
essential oil might also be due to the synergistic 
interaction of other constituents present in smaller 
amounts.  
 
 
Conclusion 
 
In conclusion, essential oil of C. limon (variety Eureka) is 
a rich source of antioxidant which can be used as 
powerful herbal antioxidant and the antibacterial property 
can be considered as an additional health promoting 
factor. Antioxidant and antibacterial properties are directly 
related to its chemical composition which is rich in 
monoterpenes. 

Finally, this essential oil could play a beneficial role as 
a natural preservative ingredient in food and 
pharmaceutical industries.  
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Abstract:  La présente étude porte sur l’évaluation des propriétés antioxydante et antibactérienne de l’huile 
essentielle de Citrus limon (Lisbon) extraite par hydrodistillation et analysée par GC-MS. Le pouvoir 
antioxydant est évalué par le test au DPPH et le test de blanchissement du β-carotène. L’activité 
antibactérienne vis-à-vis de neuf souches bactériennes (deux à Gram positif et sept à Gram négatif) est 
évaluée par la méthode des aromatogrammes et la méthode de dilution d’agar pour déterminer les CMI. 
L’extraction a donné un rendement moyen de 1,34±0,012%. Cette huile essentielle a montré des propriétés 
antioxydante et antibactérienne importantes. La concentration efficace qui réduit 50 % du DPPH en solution 
est de 0,09±0,001 µg/ml qui exprime une activité antioxydante plus importante que celle de α-tocopherol, ce 
résultat a été confirmé par le test de blanchissement du β-carotène. Les bactéries testées ont montré une 
sensibilité à l’huile essentielle. Ces activités  sont liées à la richesse de l’huile essentielle en monoterpènes 
(81,01%). 
Keywords: huile essentielle, Citrus limon, variété Lisbon, activité antioxydante, activité antibactérienne 

 

I. Introduction 
 
Au cours de ces dernières années, l'augmentation de la demande du consommateur pour des 
produits naturels sans conservateurs a conduit l'industrie agroalimentaire à envisager l'incorporation 
de substances naturelles. 
Ainsi, les huiles essentielles commencent à avoir beaucoup d'intérêt comme source potentielle de 
molécules naturelles bioactives. Elles font l'objet d'étude pour leur éventuelle utilisation comme 
antioxydants, antimicrobiens et donc comme conservateur naturel qui préserve l’aliment des 
différentes altérations oxydatives ou microbiennes [1]. 
Le citron est parmi les fruits les plus connus, cultivé aujourd’hui dans toutes les régions 
méditerranéennes. En industrie alimentaire, le citron est utilisé pour plusieurs applications ; dans la 
fabrication de son jus par exemple, l’écorce est éliminée complètement en constituant les déchets, en 
effet ces derniers peuvent être considérés comme un sous-produit qui est caractérisé par sa richesse 
en huile essentielle [2].  
L'’huile essentielle du citron sert à la fabrication d'arômes alimentaires, d'essences fruitées, de 
boissons rafraîchissantes, de liqueurs, de pâtisseries et de confiseries [2].  
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C’est dans cette optique que se situe notre étude, qui se focalise sur la valorisation des sous-produits 
(zestes) d'agrumes par extraction de leurs huiles essentielles et l’évaluation de leurs activités 
antioxydante et antibactérienne. 

 
II. Experimental Section  
II.1.Extraction de l’huile essentielle 
 
L’extraction d l’huile essentielle à partir du zeste frais de citron de la variété Lisbon (récolté le mois de 
mai 2014 dans la region de Takariet wilaya de béjaia) est effectuée par hydrodistillation (qui donne un 
rendement meilleur par rapport à l’extraction par pression à froid [3]). L’huile ainsi extraite est 
conservé dans des flacons opaques à 4°C. 
 
II.2.Analyse de l’huile essentielle par chromatographie en phase gazeuse couplée à la 
spectrométrie de masse (GC/MS) 

L’huile essentielle de Citrus limon a été analysée par chromatographie en phase gazeuse couplée à 
la spectrométrie de masse de type Hewlett-Packard GC-MS System (GC : 6800, MSD : 5973) en 
utilisant une colonne de silice capillaire fondue avec différentes phases stationnaires ; HP5MS (30 m 
x 0,25 mm, 0,25 µm d'épaisseur de film).  Les spectres GC-MS ont été obtenus en utilisant les 
conditions suivantes: gaz vecteur Hélium avec un débit de 0,5 ml/min; mode d’injection split; volume 
d'injection est de 0,2 µl; température d'injection est de 250°C; un programme de température du four 
est de 60°C pendant 8 min puis augmentée de 2°C /min jusqu’à 250°C et maintenu à 250°C pendant 
10 min; le mode d'ionisation utilisé a été l'impact électronique à 70 eV. 

 La plupart des constituants ont été provisoirement identifiés par comparaison de leurs indices de 
rétention GC Kovats (I), déterminés en référence à une série homologue de C5-C28 n-alcanes. 
L'identification a été confirmée lorsque cela est possible par comparaison de leurs spectres avec ceux 
de la base de données MS (Wiley 2007) et avec les données de la littérature [4, 5].  
 
II.3.Test de mesure du pouvoir antioxydant 

La mise en évidence du pouvoir antioxydant de l’huile essentielle extraite a été réalisée par deux 
tests chimiques : la mesure du pouvoir réducteur par le radical libre DPPH (2,2 diphényle-1-
picrylhydrazyl) et la dégradation du β-carotène en présence de l’acide linoléique.  

II.3.1.Test au DPPH 

L’activité antioxydante a été mesurée par la méthode DPPH (1,1-diphényle-2- picrylhydrazyl) selon le 
protocole décrit par Archana et al. (2005) [6].  100µl de l’échantillon à tester a été ajouté à 2,9ml de 
solution méthanolique DPPH (4 v/v). Après agitation par un vortex, le mélange a été laissé à 
l’obscurité pendant 30 min et la densité optique a été mesurée avec un spectrophotometer UV-VIS 
(JENWAY 7305 Spectrophotometer: 42722) à 517 nm. Le contrôle négatif contient uniquement la 
solution de DPPH et le contrôle positif est représenté par des solutions d’antioxydant de référence ; α-
tocophérol dont l’absorbance a été mesurée dans les mêmes conditions que l’échantillon test. 
L’activité antioxydante est estimée en pourcentage d’inhibition ou pourcentage d’activité antioxydante, 
selon la formule suivante :  

% d’activité antioxydante = [(Abs control négatif – Abs test) / (Abs control négatif)] × 100 
 

Où Abs est l’absorbance à la longueur d’onde de 517 nm. Pour obtenir la concentration efficace (CE); 
différentes concentrations de l’échantillon à tester et de l’antioxydant de référence (0–1000 mg/ml) 
ont été préparées. 

II.3.2.Test de blanchissement du β-carotène 

Selon Kartal et al. (2007) [7],  0,5 mg de  β-carotène sont dissous dans 1ml de chloroforme et 
additionnés à 200 mg de Tween 40 et 25 µl d’acide linoléique. Cette solution est évaporée jusqu’à 
disparition de l’odeur du chloroforme, par la suite 100 ml d’eau distillée saturée en oxygène sont 
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ajoutés et l’émulsion résultante est agitée vigoureusement. 350μl de l’huile essentielle ou de 
l’antioxydant de référence (α-tocophérol) solubilisée dans du méthanol (2 mg/ml) sont additionnés à 
2,5 ml de l’émulsion précédente. La décoloration de l’émulsion en présence et en absence 
d’antioxydant (contrôle négatif dans lequel l’échantillon est remplacé par 350μl de méthanol) est 
mesurée à 490 nm par spectrophotométrie aprés 48 heures. Le pourcentage d’inhibition est calculé 
selon l’équation suivante:   
 

Inhibition (%) = (Abs t=48h  /Abs t=0 ) × 100 
 
Où Abs t=0 : absorbance initiale lue à 490nm de l’échantillon. 
Abs t=48h  : absorbance lue à 490nm après 48h de l’échantillon. 

II.4.Test de mesure du pouvoir antibactérien  
II.4.1.Origine et choix des souches bactériennes  
 
Les souches bactériennes choisies sont impliquées fréquemment dans la contamination et l'altération 
des denrées alimentaires, nous avons sélectionné deux groupes de bactéries : 

 Bactéries à Gram négatif (-) : Escherichia coli ATCC 25922, Pseudomonas aeruginosa ATCC 
27853, Salmonella enterica, Klebsiella pneumoniae, Enterobacter aerogenes, Serratia 
marcescens,  et Proteus mirabilis. 

 Bactéries à Gram positif (+) : (Bacillus cereus  et Staphylococcus aureus ATCC 29213) 

Ces souches nous ont été fournies par le service de Microbiologie du centre hospitalo universitaire de 
Constantine. 

II.4.2.Test de l’activité antibactérienne par la méthode des aromatogrammes 

La méthode de diffusion des disques appliquée sur milieu gelosé est celle décrite par Mayachiew et 
Devahastin (2008) [8]. Le principe de la méthode repose sur l’inhibition de la croissance microbienne 
dans la boite de Pétri après un certain temps de contact entre le produit et le microorganisme cible. 
En surfusion, 20ml de l’agar de Muller Hinton sont coulés dans des boîtes de Pétri. Après 
solidification du milieu de culture, 100μl de la suspension bactérienne à tester (108 CFU.ml-1) sont 
étalés en surface. Dans des conditions aseptiques et à l’aide d’une pince stérile, des disques de 
papier Wattman №40 (6mm de diamètre) sont déposés sur l'agar, précédemment inoculé avec le 
microorganisme choisi, puis les imbibés par 5μl d'huile essentielle à tester. Les boites sont 
maintenues à 4ºC pendant 1h pour que l’huile essentielle puisse diffuser puis incubées à 37°C 
pendant 24h.  
L'effet du produit antibactérien sur la cible est apprécié par la mesure d'une zone d'inhibition, et en 
fonction du diamètre d'inhibition. La souche sera qualifiée de résistante (-) pour les diamètres moins 
de 8mm ; sensible (+) pour des diamètres de 8 à 14mm ; très sensible (++) pour des diamètres de 15 
à 19mm et extrêmement sensible (+++) pour les diamètres plus de 20mm.  

II.4.3.Concentrations minimales inhibitrices (CMI) et bactéricides (CMB) 

L'utilisation des huiles essentielles dans les produits alimentaires est souvent limitée par leurs effets 
indésirables (odeur forte, changement de goût) qu'elles peuvent engendrer dans l'aliment. Pour cette 
raison, il est nécessaire de déterminer la CMI (la concentration minimale inhibitrice) de l'huile 
essentielle capable d'inhiber la croissance de bactéries sans altérer les caractéristiques 
organoleptiques de l’aliment [9]. 

Les concentrations minimales inhibitrice (CMI) et bactéricide (CMB) sont estimées par la méthode de 
dilution d’agar. Cette méthode nous permet également de connaitre la nature de l’activité 
antibactérienne de l’huile essentielle (bactériostatique ou bactéricide). 
Pour pouvoir obtenir différentes concentrations de l’huile essentielle (1000 µl/mg à 10µl/mg avec une 
marge de 10µl/mg), nous l’avons diluée dans le DMSO (diméthylsulfoxide). Le DMSO est le solvant 
qui n’a prouvé aucun pouvoir antibactérien puissant [10].  
Un volume de 19ml d’AMH fondus, additionnés de 0.5% (v/v) tween 80, ont été mis dans un tube à 
essai en lui rajoutant, aseptiquement, 1ml de chaque concentration d’huile essentielle. 
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Le mélange (différentes concentrations de l’huile essentielle+AMH+tween 80) est immédiatement 
coulé dans des boîtes de Pétri. Après solidification de la gélose, les boîtes de Pétri sont partagées en 
neuf parties dans les quelles sont mises les neuf souches bactériennes, sous forme de dépôts de 1μl 
contenant 10+5 UFC. Les boites sont incubées à 37°C pendant 24h. 
 Des témoins sont réalisés pour chaque souche. Le DMSO a été utilisé comme contrôle négatif. 
La CMI représente la plus faible concentration d’huile essentielle inhibant toute croissance visible à 
l'oeil nu après 24 heures d'incubation à 37°C [11]. Par ailleurs, la CMB représente la plus faible 
concentration d’huile essentielle inhibant toute croissance visible à l'oeil nu après 5jours d'incubation 
à 37°C [8].  
Le rapport CMB/CMI nous a permis de déterminer les pouvoirs bactéricide et bactériostatique de 
l’huile essentielle étudiée. Lorsque ce rapport est supérieur à 4, l’huile essentielle a un pouvoir 
bactériostatique, et bactéricide quand il est inférieur ou égal à 4 [12].  

II.5. Etude statistique 

Toutes les expériences ont été réalisées en triplicatat et les résultats ont été exprimés en moyenne ± 
l’écart type. L’étude statistique a été réalisée par le logiciel statistique XLSTAT V.7.1. en utilisant le 
test de Student et l’analyse de la variance (ANOVA) a un seule facteur. Les différences ont été 
considérées significatives au seuil de probabilité de 5 % (p< 0,05). La détermination de la 
concentration efficace (CE50) a été effectuée en traçant la courbe du pourcentage de l’inhibition en 
fonction des concentrations. 

III. Results and Discussion 
III.1. Rendement d’extraction en huiles essentielles  
 
Le rendement en huile essentielle de Citrus limon de la variété Lisbon, extraite par hydrodistillation 
est de 1, 34±0,012%. Jeannot et al. et Fuselli et al. [13, 14] ont observé des rendements allant de 0,7 
à 0,9 % pour l'huile essentielle du citron. Cependant, Rega et al. [15] ont rapporté que les rendements 
en huile essentielle chez les Citrus diffèrent selon l'espèce et contre toute attente ont signalé des 
rendements de 1 à 3%. Himed et Barkat [3]  ont observé un rendement de 2,18±0,04%  pour l’huile 
essentielle de Citrus limon de la variété Euréka extraite par le même procédé, dans la même region 
et récoltée dans la même période. A 0,05  nous avons remarqué une différence significative entre les 
deux rendements. On peut en déduire que la variété a une influence sur le rendement. 
 
III.2.Analyse de l’huile essentielle 

La caractérisation de l’huile essentielle de Citrus limon (variété Lisbon) a été réalisée par GC-MS, 21 
composants ont été séparés et identifiés (Tableau 1). 

L’identification des composants a montré que l’huile essentielle de Citrus limon (Lisbon) a un taux 
élevé en Limonène (64,19%) suivi par β-Pinene (7,76%), α-Terpinene (5,45%) et Geranial (3,65%). 
Le composé majoritaire est le limonène, selon [16], sa concentration dans les huiles essentielles des 
Citrus varie de 32- 98% en dependant de la variété : 32-45% dans les bergamots, 45-76% dans le 
citron et 68-98% dans les oranges. 
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Tableau1. Composition chimique de l’huile essentielle de Citrus limon (variété Lisbon) extraite par 
hydrodistillation 

 

N° temps de 
retention 
(min) 

Composés  Surface % I 

1 10,247   α-Thujene 0,31 931,196 
2 10,650 α- Pinene 1,52 938,610 
3 13,438  β-Pinene 7,76 981,766 
4 14,433  β-Myrcene 1,64 995,024 
5 17,742 Limonène 64,19 1045,348 
6 19,359 α-Terpinene 5,45 1067,373 
7 22,638   α-Terpinolene 0,45 1109,546 
8 24,567   Cis -Limonene oxide 0,66 1138,187 
9 24,929 Trans -Limonene oxide  0,63 1143,310 
10 29,272   α-Terpineol 1,01 1199,558 
11 32,570   Cis-Citral 2,69 1249,266 
12 34,726 Geranial 3,65 1279,198 
13 40,330   Piperitenone oxide 0,57 1361,643 
14 40,711   Neryl  Acetate 1,04 1361,966 
15 41,955   β-Elemene 0,69 1386,005 
16 44,018   Trans-Caryophyllen 0,15 1419,302 
17 45,061   Trans -α- Bergamotene 0,74 1434,482 
18 49,700 γ-Cadinene 1,04 1510 
19 50,938 Myristicine 1,17 1532,083 
20 54,113 Caryophyllene oxide 0,67 1584,603 
21 99,222 Citronellyl  Acetate 2,48 2552,941 

 
 
III.3. Activité antioxydante et antiradicalaire 

Le tableau 2 présente les concentrations efficaces de l’huile essentielle et d’α-tocophérol qui causent 
la réduction de 50% du DPPH°, ainsi que le pourcentage de l’inhibition de l’oxydation de l’acide 
linoléique (%). 

Comme figurant dans le tableau 2, l’huile essentielle extraite possède une capacité de neutralisation 
de DPPH° puissante en comparaison avec celle de l’α-tocophérol, qui sont respectivement 
0,09±0,001μg/ml et 0,138±0,002 μg/ml. 
 

Tableau 2.  Activité antioxydante de l’huile essentielle de Citrus limon (variété Lisbon) 
 
 

 Huile essentielle α-tocopherol 

CE50 (µg/ml) 0,09±0,001 0,138±0,002 
 

Inhibition de l’oxydation de  
l’acide linoléique (%) 

55,338±0,002 
 

26,94±0,004 
 

 
Un extrait qui retarde ou inhibe le blanchissement du β-carotène peut être décrit comme un piégeur 
de radicaux libres et comme un antioxydant primaire [17]. Selon plusieurs auteurs, le test d’inhibition 
de l’oxydation de l’acide linoléique couplée à celle du β-carotène, parait très utile comme un modèle 
mimétique de la peroxydation des lipides dans les membranes biologiques [18]. Les résultats signalés 
dans le  tableau 2 confirment les résultats précédents du test de neutralisation de DPPH° concernant 
l’activité antioxydante de l’huile essentielle extraite qui est importante par rapport à celle de la α-
tocophérol. 

Cette activité qui est attribuée à l’huile essentielle extraite de Citrus limon, semble être liée à sa 
composition. Wei et  Shibamoto [19] ont remarqué une activité antioxydante importante des huiles 
essentielles riche en monoterpènes (71,95%) (limonene α- et β-pinene) et en sesquiterpène (2,57%) 
(trans-caryophhyllene, β-Elemene, Caryophyllene oxide et γ-Cadinene). 
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III.4.Activité antibactérienne 
III.4.1.Test de sensibilité 
 
La méthode de diffusion en disques (Aromatogramme) sur milieu gelosé, nous a permis de mettre en 
évidence le pouvoir antibactérien de l’huile essentielle de Citrus limon (Lisbon)  vis-à-vis des souches 
bactériennes testées, la sensibilité des souches est classée selon l’echelle de Ponce et al., [20]  et 
les diameters des zones d'inhibition (y compris le diametre des disques) sont indiquées dans le 
tableau 3. 
 
 

Tableau 3. Diamètres (mm) des zones d'inhibition de l’huile essentielle de Citrus limon (variété Lisbon) 
 

Souches testées Diamètre  de la zone 
d’inhibition (mm) 

Sensibilité (Ponce et 
al., [20])  

Bacillus cereus 15  ± 1,41 Très sensible 

Staphylococcus aureus 
ATCC 29213 

1 3,33 ±  1,52 Sensible 

Escherichia coli ATCC 
25922 

9,5 ±  0,1 Sensible 

Pseudomonas aeruginosa 
ATCC 27853 

8,8 ± 0,26 Sensible 

Salmonella enterica 8,13  ± 0,32 Sensible 

Klebsiella pneumoniae 10,3 ± 0,36 Sensible 

Enterobacter aerogenes 9,2 ± 0,2 Sensible 

Serratia marcescens 11,4 ±  0,26 Sensible 

Proteus mirabilis 9,8 ± 0,52 Sensible 

 
D'après le tableau 3, nous constatons que les souches bacteriennes testées sont sensibles vis-à-vis 
de l'huile essentielle etudiée, nous constatons aussi que les souches Gram positif (Bacillus cereus et 
Staphylococcus aureus ATCC 29213) sont les souches les plus sensibles par rapport aux souches 
Gram négatif (Escherichia coli ATCC 25922, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, Salmonella 
enterica, Klebsiella pneumoniae, Enterobacter aerogenes, Serratia marcescens et Proteus mirabilis). 
Cela est dù à la structure des bactéries Gram- qui comporte une membrane lipopolysaccharidique qui 
est considérée comme une barières aux composés hydrophobe [21].  

III.4.2.Evaluation des concentrations minimales inhibitrice (CMI) et bactéricide (CMB) 

Avant d'utiliser une molécule antibactérienne comme conservateur dans un aliment, la concentration 
minimale inhibitrice (CMI) doit être estimée. Il est intolérable quand les doses antibactériennes 
efficaces dépassent les niveaux acceptables organoleptiques. Par conséquent, ces concentrations 
sont déterminées dans le but de définir les frontières de l'acceptabilité sensorielle et l'efficacité 
antibactérienne des huiles essentielles [22]. 
La CMI représente la plus faible concentration d’huile essentielle inhibant toute croissance visible à 
l'œil nu après 24 heures d'incubation à 37°C  [11, 23]. Par ailleurs, la CMB représente la plus faible 
concentration d’huile essentielle inhibant toute croissance visible à l'œil nu après 5 jours d'incubation 
à 37°C  [8]. 
Le rapport CMB/CMI nous a permis de déterminer les pouvoirs bactéricide et bactériostatique de 
l’huile essentielle étudiée. Lorsque ce rapport est supérieur à 4, l’huile essentielle a un pouvoir 
bactériostatique, et bactéricide quand il est inférieur ou égal à 4 [12]. 
Les valeurs de CMI, de CMB de l'huile essentielle extraite de zeste du Citrus limon (variété Lisbon) et 
le rapport CMB/CMI sont présentées dans le tableau 4. 
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Tableau 4. Concentrations minimales inhibitrice (CMI) et bactéricide (CMB) de l’huile essentielle de Citrus limon 
(variété Lisbon) 

 

Souches testées  CMI (μg/ml-1) CMB (μg/ml-1) CMB / CMI 
 

Bacillus cereus 300 300 1 

Staphylococcus aureus 
ATCC 29213 

240 300 1,25 

Escherichia coli ATCC 
25922 

500 700 1,4 

Pseudomonas aeruginosa 
ATCC 27853 

500 500 1 

Salmonella enterica 910 1000 1,09 

Klebsiella pneumoniae 650 650 1 

Enterobacter aerogenes 400 900 2,25 

Serratia marcescens 700 900 1,28 

Proteus mirabilis 640 800 1,25 

 
 
En se référant au tableau 4, nous constatons que toutes les souches ont été inhibées totalement à 
1 000 μg.ml-1. Salmonella enterica, Serratia marcescens, Klebsiella pneumoniae et Proteus mirabilis 
sont les souches ayant une grande résistance par rapport aux autres souches testées (Escherichia 
coli ATCC 25922, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, Enterobacter aerogenes, Bacillus cereus 
et Staphylococcus aureus ATCC 29213). Nous constatons aussi que les bactéries Gram positif 
(Staphylococcus aureus ATCC 29213 et Bacillus cereus) sont les plus sensibles à l’huile essentielle 
étudiée par rapport aux bactéries Gram négatif avec des CMI de 240μg.ml-1 et 300μg.ml-1 

respectivement. 
Après 5 jours d’incubation, quelques souches ont repris la croissance. C’est le cas d’Enterobacter 
aerogenes et de Serratia marcescens, qui ont été inhibées aux concentrations 400 et 700 μg.ml-1 
respectivement après 24heures d’incubation, et ont résisté à ces concentrations après 5 jours 
d’incubation. 
D’après nos résultats, le rapport CMB/CMI est inférieur à 4, donc, en se référant à Canillac et Mourey 
[12], l’huile essentielle étudiée a un pouvoir bactéricide vis-à-vis des souches bacteriennes testées. 
Il est bien connu que l'activité antimicrobienne de l’huile essentielle est attribuée généralement aux 
monoterpènes ([24, 25]) qui sont présents dans l’huile de Citrus limon testée avec un taux majoritaire 
(81,01%). 

IV. Conclusion  

Ce travail s'est concentré sur la valorisation de l’huile essentielle de Citrus limon (variété Lisbon). Son 
extraction par hydrodistillaion a donné un rendement moyen de 1, 34±0,012%. Cette huile a fait l’objet 
de l’évaluation de son activité antioxydante et antibactérienne vis-à-vis de neuf souches bacteriennes 
(deux souches Gram positif et sept souches Gram négatif) ainsi que de l’analyse de ses composants 
par GC-MS. Cette dernière,  nous a permis d’identifier 21 composants qui sont représentés par les 
monoterpènes (81,01%) et les sesquiterpènes (1,73%).  

L’huile essentielle extraite a montré une bonne activité antioxydante par comparaison à celle du 
témoin positif (α-tocopherol) et une bonne activité antibactérienne vis-à-vis des neuf souches testées. 
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Abstract:  Essential oils are aromatic oil liquids obtained from various plant parts. The growing interest in the 

substitution of synthetic antioxidant agents by natural ones has fostered research on vegetable sources and the 
screening of plant materials in order to identify new compounds. The study aims to evaluate the use of essential oil 
extract by cold pression of Citrus limon (Lisbon variety) as a substitute of Tocoblend (mixture of α, β, γ and δ-

tocopherol) used as antioxidant in margarine preservation. The major constituents of the essential oil extract 
Identified were Limonene (66.75%) followed by β-Pinene (13.92%) and γ-Terpinene (3.10%). In both DPPH 
scavenging and bleachability of β-carotene in linoleic acid system assays, the essential oil extract exhibited the 
highest activity compared to the Tocoblend. Tests conducted at pilot scale showed that the margarine elaborated with 
essential oil extract was more resistant to oxidation than the margarine reference with Tocoblend. In addition, the 
physicochemical properties were not modified. 
Keywords: Citrus limon, essential oil, antioxidant activity, chemical composition, margarine. 

 

 
I. Introduction 
 
Nowadays, the interest in naturally occurring antioxidants has considerably increased for use in food, 
cosmetic and pharmaceutical products to replace synthetic antioxidants which are being restricted 
due to their carcinogenicity [1, 2]. Citrus is the most abundant crop in the world, with about 64 million 

tons of orange and 13 millon tons of lemon products produced during 2004 [3]. The amount of residue 

obtained from Citrus fruit account for 50% of the original amount of whole fruit [4]. Citrus peel of fruit 

processing which provides a great potential for further commercial use. During the process of juice 
extraction oil sacs break and release volatile oils which are in pockets localized in the external part of 
the mesocarpe of fruit (flavedo). These oils are used in food and pharmaceutical industries, but can 

also provide flavouring ingredients to drinks, ice creams and other food products [5]. Essential oils are 

complex mixers comprising many single compounds. Chemically they are derived from terpenes and 
their oxygenated compounds. Each of these constituents contributes to the beneficial or adverse 

effects [6]. The main goal of the present study is to examine the chemical composition and antioxidant 

properties of the essential oil of Citrus limon (Lisbon variety) extracted by cold pression oil and his 
incorporation at margarine of table. 
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II. Experimental Section  
II.1. Essential oil 
II.1.1. Process of extraction 
 
The essential oil of peels Citrus limon is manually extracted by cold pression. The epidermis and oil 
glands were lacerated. The oil is carried down to a decantation vessel in a stream of water, the 
emulsion being collected and then separated by centrifugation. 
The obtained essential oil is dried over anhydrous sodium sulfate and stored in sealed brown vials at 
4°C.  
 
II.1.2. Gas chromatography-mass spectrometry 
 
The essential oils were analyzed by gas chromatography coupled to mass spectrometry (GC-MS) 
(Hewlett-Packard computerized system comprising a 6800 gas chromatograph coupled to a MSD 
5973 mass spectrometer) using two fused-silica-capillary columns with different stationary phases. 
The non-polar column was HP5MS (30 m×0.25mm, 0.25 μm film thickness) and the polar one was a 
Stabilwax consisting of Carbowax-PEG (60 m× 0.2 mm, 0.25 mm film thickness). GC-MS spectra 
were obtained using the following conditions: carrier gas He ; flow rate 0.5 mL·min-1 ; split-less mode ; 
injection volume 0.2 μL ; injection temperature 250 °C ; the oven temperature program was 60 °C for 
8 min increased at 2°C·min-1 to 250 °C and held at 250 °C for 10 min ; the ionization mode used was 
electronic impact at 70 eV. The relative percentage of the components was calculated from gas 
chromatography with flame ionization detection (GC-FID). Most constituents were tentatively identified 
by comparison of their GC Kovats retention indices (I), determined with reference to an homologous 
series of C5-C28 n-alkanes and with those of authentic standards available in the authors laboratory. 
Identification was confirmed when possible by comparison of their mass spectral fragmentation 
patterns with those stored in the MS database (National Institute of Standards and Technology and 

Wiley libraries) and with mass spectra literature data [7-10]. 
 
II.1.3. Evaluation of the antioxidant and antiradical activities 
II.1.3.1. Scavenger effect on DPPH 
 
The electron donation ability of the samples (essential oil and Tocoblend) was measured by bleaching 
of the purple-colored solution of 1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl radical (DPPH) according to the 
methode of Archana et al. (2005). DPPH radicals have an absorption maximum at 517 nm, which 
disappears with reduction by an antioxidant compound. A DPPH· solution in absolute methanol (60 
μM) was prepared, and 3 mL of this solution were mixed with 100μl of the samples at different 
concentrations. These solution mixtures were kept in the dark for 30 min and optical density was 
measured at 517 nm using spectrophotometer against methanol. The antioxidant capacity was 
expressed as percentage of inhibition of DPPH radical (%DPPH inhibition) calculated according to the 
following equation. 
 

%DPPH inhibition = (Abscontrol – Abssample/Abscontrol) ×100. 
 
Where Abscontrol is the absorbance of DPPH radical + methanol ; Abssample is the absorbance of DPPH 
radical + sample extract. From data elaboration (% inhibition plotted versus samples concentration), 
the concentration of samples required to reach 50% radical inhibition (IC50) was calculated. 
 
II.1.3.2. Bleachability of β-carotene in linoleic acid system 
 
The antioxidant activity of the examined essential oils was evaluated using a β-carotene-linoleate 

model system following the method described by [11]. A solution of β-carotene was prepared by 

dissolving 2.0 mg of β-carotene in 10 ml of chloroform. One millilitre of this solution was pipetted into 
a round-bottom flask and 20ml of purified linoleic acid and 200 mg of tween 40 emulsifier were added. 
After the chloroform was rotary evaporated at 40 °C under vacuum, 50 ml of oxygenated water were 
added to the flask under vigorous shaking. Aliquots (5 ml) of this emulsion were transferred into a 
series of tubes containing 500 ml of essential oil (2 mg/ml) or 2 mg/ml of Tocoblend for comparative 
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purposes. As soon as the emulsion was added to each tube, the zero time absorbance was read at 
470 nm. Subsequent absorbance readings were recorded at 120 min by keeping the sample in a 
water bath at 50 °C until the visual color of β-carotene in the control sample disappeared. Antioxidant 
activities (Inhibition %) of the samples were calculated using the following equation:   
 

Inhibition % = (A β-carotene after 2h assay / A initial  β-carotene) × 100 
 
Where A β-carotene after 2h assay is the absorbance of β-carotene after 2h assay remaining in the samples 
and A initial β-carotene is the absorbance of β-carotene at the beginning of the experiments. 
 
II.2. Margarine 
II.2.1. Pilot production of margarines 
 
Margarines were produced at pilot scale. Fats (82%) and liquid (18%) phases were prepared. The 
lipid phase contained palm oil, sunflower oil, coprah oil hydrogenated, palm oil hydrogenated and 
Tocoblend or essential oil (100ppm) and the liquid phase contained water (16%), β-carotene (7ppm), 
aroma (diacetyl: 0.8g/kg), salt (0.3%), lactic acid (0.5 g/kg) and potassium sorbate (1.3g/kg). 
Fats were first melted at 70°C in a mixing tank with agitator. Emulsifier was dissolved in a small 
amount of melted fat, then added to the fat phase in the mixing tank. The aqueous phase and its 
ingredients were prepared in a separate tank before being added to the fat phase. 
Agitation was then set for at least 10 min in order to allow the formation of a good pre-emulsion. 
Margarine was processed in a simplified perfector pilot plant made of one cooler tube followed by a 
resting tube (2.3 l). the modified parameters were the water bath temperature running in the tube 
exchanger of the second small tank and in the double envelope tube (45°C or 55°C), the pump rate of 
the emulsion (400 or 500 rpm), the blades rotational speed (400 or 500 rpm), the scraped surface 
heat exchanger temperature (15°C or 20°C) and the temperature of the water bath running in the 
double envelop of the resting tube (15°C or 20°C). 
The produced margarines were collected in plastic containers (250g) at the end of the processing line 
after stabilization of the temperatures. Samples were then stored at 4°C before analysis. 
 
II.2.2. Determination of physicochemical properties of the margarines developed 
II.2.2.1. Moisture 
 

The moisture content was determined on 3g of margarine brought to 100°C until constant weight [12]. 
 
II.2.2.2. pH 
 
Margarine pH was determined directly on the aqueous phase. 
 
II.2.2.3. Determination of the peroxide. 
 
The peroxide index determination involves mixing 5g of melted margarine with 12 ml of chloroform, 18 
ml of acetic acid and 0.5 ml of potassium iodide solution. After 1 min, 75 ml of distilled water and a 
few drops of starch (colour indicator) were added. The mixture was then titrated with sodium 
thiosulfate solution (0.01 N) until the colour changes to pale yellow. A blank was prepared in the same 

conditions [13]. 
The peroxide index is expressed in meq O2/kg calculated using  
The following equation: 
 
 

PI = (V/M) × 1000 
 

Where V is the volume (ml) of sodium thiosulfate and M the sample mass (g). 
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II.2.2.4. Determination of melting point 
 
The capillary tubes were placed in cold water then heated (0.5°C/min) until the level of the fat matter 

rises in the capillary tube. The melting temperature was noted [14]. 
 
II.2.2.5. Determination of solid content (solid fat content) 
 
To determine the level of solids in the margarine, each sample was melted in an oven at 100°C and 
then filtered. The filtrate obtained was then poured into three tubes up to 2 cm.  
The tubes were incubated separately at three different temperatures : 20°C/20 min, 30°C/20 min and 
40°C/20min. Values were read using a nuclear magnetic resonance (NMR) apparatus (type minispec 

mq 20, Germany), processed and the final results were given in percentage of solids [15]. 
 
II.2.3. Determination of the oxidative stability of margarines (Rancimat test) 
 
The Rancimat test is an accelerated technique most commonly used for assessment of the oxidative 

stability of edible fats, oils and fat-containing foods [16]. 
To determine the oxidative stability of the prepared margarines, 3g of sample were put in accelerated 
oxidation conditions : temperature set at 120°C and air flow to 10 l/h. As a result, volatile compounds 
are formed and trapped in the tube containing distilled water (60 ml) that induces the increase of its 
conductivity. The induction period and the oxidative stability of the samples are given in hours. It is 

determined from the inflection point of the curve of conductivity [17]. 

III. Results and Discussion 
III.1. Essential oil 
III.1.1. Gas chromatography-mass spectrometry (GC-MS) 
 
The average yield in essential oil was 0.81± 0.092%. The output of the Eureka variety is 1.02% ± 

0.04% [18]. At 0.05, the two outputs present a significant difference, which implies that the variety has 

an impact on the output. Thus point of considering quantitative, it is interesting to carry out the lemon 
essential oil extraction of the Eureka variety. 
The chemical composition of essential oil of Citrus limon (Lisbon variety) was characterized by 29 
constituents which accounted for 99.82% of the total oil (table 1). 
 

Table 1: Chemical composition of the essential oil of Citrus limon of the Lisbon variety 

 

N° RT min Compound Area %  I 

1 10.250   α-Thujene 0.33 931.078 
2 10.660 α- Pinene 2.15 938.46 
3 13.503  β-Pinene 13.92 978.974 
4 14.428   β-Myrcene 1.41 997.846 
5 17.696  Limonène 66.75 1013.859 
6 19.282   γ-Terpinene 3.10 1066.170 
7 21.238   α-Terpinolene 0.15 1070.709 
8 22.617   Linalool 0.25 1108.870 
9 24.082   Trans -Limonene oxide  0.14 1131.203 
10 24.554   Cis-Citronellol 0.50 1138.001 
11 24.930   Trans-Citronellol 0.86 1143.324 
12 25.171   Camphor  0.28 1146.693 
13 25.436   Citronellal 0.19 1150.361 
14 29.118   Myrtenol 0.21 1197.710 
15 29.248   α-Terpineol 0.36 1199.271 
16 31.350   Trans-Carveol 0.26 1231.182 
17 32.212   Cis-Carveol 0.09 1244.105 
18 32.506   Cis-Citral 1.27 1248.347 
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19 34.665   Geranial 2.76 1278.377 
20 39.962   Citronellyl  Acetate 0.12 1356.164 
21 40.396   Piperitenone oxide 1.32 1363.477 
22 40.704   Neryl  Acetate 0.90 1367.996 
23 41.967   β-Elemene 0.74 1386.175 
24 44.015   Trans-Caryophyllen 0.16 1417.241 
25 44.208   α-Humulene 0.17 1455321 
26 45.037   Trans -α- Bergamotene 0.17 1435.464 
27 46.565   Germacrene 0.19 1460.447 
28 49.663   γ-Cadinene 0.23 1510 
29 54.126   Caryophyllene oxide 0.84 1584.81 

 
The oil was dominated by Limonene (66.75%) followed by β-Pinene (13.92%), γ-Terpinene (3.10%), 
Geranial (2.76%) and α-Pinene (2.15%). 
The essential oil of Citrus limon (Lisbon variety) is strongly dominated by monoterpene hydrocarbons 
(89.17%). The oxygenated monoterpene and sesquiterpene compounds are scarcely represented in 
this oil (5.81% and 2.33% respectively). 
 
III.1.2. Antioxidant and antiradical activities 
 
As shown in Table 2, the essential oil has antioxidant ability for preventing the linoleic acid oxidation 
and to reduce DPPH radicals. 
 

Table 2.  Antioxidant capacity of essential oil of Citrus limon and Tocoblend 

 

 Essential oil Tocoblend 

IC 50 (µg/ml) 0.120 ± 
0.049 

0.837 ± 0.143 

Inhibition in linoleicacid system (%) 88.47±0.026 39.75±0.015 

                         
                        Values are means ± standard deviation of three separate experiments. 

 
The DPPH assay has been widely used to evaluate the free radical scavenging effectiveness of 
various antioxidant substances. Lower IC50 value indicated higher antioxidant activity. The essential 
oil of Citrus limon (0.120 ± 0.049 μg/ml) showed higher scavenging ability on DPPH radicals when 
compared to Tocoblend (0837 ± 0143 μg/ml). 
The antioxidant activity of Tocoblend and essential oil of Citrus limon was also evaluated by the β-
carotene-linoleate bleaching method. As for antiradical scavenging activity the essential oil extract 
showed higher ability to prevent the bleaching of β-carotene than that of Tocoblend. 
 The antioxidant activity of essential oil is mainly contributed by the active compounds of fraction 
present in them. Wei and Shibamoto (2007) showed the presence of a significant antioxidant potential 
of essential oils rich in hydrocarbon monoterpenes (82.82%) (limonene α- and β-pinene) and 
hydrocarbon sesquiterpenes (2.33%) (trans-caryophyllene, β-Elemene, α-Humulene, Caryophyllene 
oxide, γ-Cadinene and Germacrene) were responsible of the DPPH neutralization which is the case of 

Citrus limon [19]. 
 
III.2. Margarine 
III.2.1. Physicochemical properties of margarines developed 
 
The pH values of the aqueous phase and the moisture of the two margarines (margarine with 
Tocoblend and margarine with essential oil) were however within the standard range (table 3). 
 
 

Table 3. Physico-chemical characteristics of elaborate margarines 
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The two margarines exhibited a similar peroxide index (1.97 ± 0.019Meq O2/kg for margarine with 
Tocoblend and 1.89 ± 1.123Meq O2/kg for margarine with essential oil) far below the maximum values 
allowed by the international standards (5 Meq O2/kg). The peroxide index is one of the most widely 
used tests for oxidative rancidity in oils fats. It is the amount of peroxide oxygen per 1 kg of product. It 
is a very useful test and a satisfactory sensitivity to appreciate the early stages of oxidative damage 

[20]. 
In addition to the physicochemical properties, two indicators of the organoleptic properties of the two 
margarines were measured i.e. the melting point and the Solid Fat Content (SFC). 
The melting point gives an indication of the temperature at which the margarine should be smooth in 
the mouth. The melting point international standard range of margarine are between 28 and 34°C 
which implies that margarine can melt rapidly in the mouth and be firm at room temperature to resist 
to mechanical work during its spreadability. The melting points of the margarines developed were not 
significantly different and within this the international range since margarine with Tocoblend and 
margarine with essential oil fused at 36 ± 0.011°C and 35.43 ± 0.078°C respectively. 
The SFC is the percentage of solidified triglycerides in oil at a given temperature. SFC is an important 
indicator of several characteristics of a product, including its appearance and organoleptic properties. 

It can be used as a measure of the degree of crystallisation of fats during treatment [21]. 
The SFC rates of the two samples varied with the temperature. Indeed, it decreases with increasing 
temperature. The values of SFC obtained for the margarine with Tocoblend and the margarine with 
essential oil are respectively 34.8 ± 0.04% and 34.3 ± 0.01% at 10°C, they are 4.4 ± 0.17% and 4.3 ± 
0.02% at 35°C and they are 2 ± 0.01% and 2.2 ± 0.14% at 40°C. 

These results were in agreement with those obtained by Karleskind [20]. At 37°C SFC must be less 

than 6%. In the present study, margarines had already a SFC lower than 6% at 35°C which indicates 
that these margarines melts easily in the mouth.   
 
III.2.2. Oxidative stability of the margarine (Test of Rancimat) 
 
The purpose of the test is to predict the oxidative stability of the fat matter. The Rancimat results are 
represented as a curve (conductivity as a function of time). The induction period is determined from 

the inflection point of the conductivity curve [22]. 
The induction time obtained for the margarines, were 5.34 ± 0.028h (margarine with Tocoblend) and 
9.02 ± 0.014h (margarine with essential oil). It appears that the oxidation is decreased significantly 
(P< 0.05) in the margarines containing the essential oil by comparison to the one containing 
Tocoblend. 
Compared to the margarine with Tocoblend, margarines developed with essential oil of Citrus limon 
showed clearly a longer induction time and therefore better resistance to oxidation. 
 
IV. Conclusion  
 
The present study was designed to replace the commonly used Tocoblend as an antioxidant in 
margarine preservation, by essential oil of Citrus limon (Lisbon variety). Essential oil extract presented 
significant percentage of Limonene compound (66.75%) that play an important role against oxidation 
as shown by scavenger effect on DPPH and bleachability of β-carotene in linoleic acid system. 
The same concentration of essential oil extract, incorporated in margarine, showed higher 
performance than Tocoblend which usually used at 100 ppm. 

 
Parameters  

 
Margarine with 

Tocoblend 

 
Margarine with 

essential oil 

Moisture (%) 15.76 ± 0.003 15.50 ± 0.090 

pH  4.0 ± 0.162   4.03 ± 0.132 

Peroxide index (meq/kg) 1.97 ± 0.019 1.89 ± 1.123 

Point melting  (°C) 36 ± 0.011 35.43 ± 0.078 
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Résumé – Ce travail s’est concentré sur la valorisation des huiles essentielles de Citrus limon. Ces dernières ont
été extraites par pression à froid et par hydrodistillation, les rendements obtenus sont équivalents, respectivement,
à 1,02 % et 2,18 %. L’activité antioxydante des huiles extraites a été étudiée par le test de DPPH◦, ce radical puissant
a été efficacement réduit par l’HE1, par l’HE2 par comparaison au Tocoblend. Ces résultats ont été confirmés par
le test de blanchissement du β-carotène. Les deux tests ont permis de classer les huiles essentielles de Citrus limon
extraites parmi les antioxydants plus puissants par rapport au Tocoblend. L’essai de formulation des margarines de
table additionnées d’huiles essentielles de Citrus limon a été expérimenté, en vue de les exploiter et de substituer un
additif synthétique (le Tocoblend). Les caractéristiques physico-chimiques des margarines élaborées (gras, non gras et
point de fusion) s’avèrent conformes à la recette préétablie. En outre, l’indice de peroxyde est conforme aux normes.
L’analyse des acides gras a été faite par CPG, elle a montré la richesse de nos margarines en acides gras essentiels avec
un rapport AGPI/AGS de 0,85. L’évaluation de la stabilité oxydative est réalisée par les tests de Rancimat et Schaal, les
résultats obtenus ont montré que les margarines à huiles essentielles de Citrus limon étaient plus résistantes que celle au
Tocoblend et que la margarine à l’HE1 était la plus résistante vis-à-vis de l’oxydation forcée. La métrologie sensorielle
a été faite par les assesseurs de la margarinerie de CEVITAL et indique que les margarines aux huiles essentielles
obtenues sont considérées comme étant homogènes, de couleur, de saveur et d’odeur acceptables et appréciées.

Mots clés : Huile essentielle / Citrus limon / pression par froid / hydrodistillation / Tocoblend /Margarine

Abstract – Development of a new margarine added essential oils of Citrus limon. This work concentrated on the
valorization of essential oils of Citrus limon. These last were extracted by cold pression (HE1) and by hydroditillation
(HE2), the results gave outputs of 1.02% and 2.18%, respectively. The antioxidant activity of extracted oils was studied
by the test of DPPH, this powerful radical was effectively reduced by the HE1, the HE2 that by Tocoblend. These results
were confirmed by the test of whitening of β-carotene. The two tests have enable to us to classify essential oils extracted
among antioxidants powerful compared to Tocoblend. The test of formulation of the margarines of table added with
essential oils of Citrus limon was tested, in order to exploit them and to substitute a synthetic additive (Tocoblend). The
physicochemical characteristics of the elaborate margarines prove to be in conformity with the preestablished receipt.
Moreover, the peroxide index is in conformity with the standards. The analysis of fatty acids was made by CPG; it
showed the richness of our margarines in essential fatty acids with a ratio AGI/AGS of 0.85. The evaluation of oxidative
stability is carried out by the tests of Rancimat and Schaal, the results obtained reported that the margarines with
essential oils were more resistant than that to Tocoblend and than that with the HE1 was most resistant opposite forced
oxidation. Sensory metrology was made by the assessors of the margarinery of CEVITAL, margarines are considered
as homogeneous and their color, savour and odour are acceptable and appreciated.
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1 Introduction

Maîtriser l’oxydation est indispensable pour gérer l’évolu-
tion des systèmes biologiques dans leur complexité, en parti-
culier dans le cas des aliments dont la dégradation peut avoir
des conséquences en sécurité alimentaire. Parmi ces produits
alimentaires, la margarine, émulsion plastique constituée es-
sentiellement de deux phases grasse et aqueuse, contient en
outre 2 % d’additifs hydro et liposolubles. Sa composition est
représentée à 82 % par un mélange d’huiles : première cible
de l’oxydation (Karleskind, 1992). L’oxydation des lipides est
une cause majeure de dégradation de la margarine lors de sa
fabrication et de sa conservation. La conséquence la plus per-
ceptible de celle-ci est l’apparition d’odeurs désagréables. Ces
odeurs conduisent souvent au rejet du produit par le consom-
mateur (Prior, 2003). Ainsi, pour garantir une durée de conser-
vation prolongée, les antioxydants sont-ils largement utilisés.
Vu l’importante capacité de production et la diversification des
produits alimentaires, l’utilisation des antioxydants ne cesse
d’augmenter. Ainsi, les substances naturelles douées d’activité
antioxydante présenteraient-elles un intérêt socioéconomique
sans équivoque. La possibilité d’utilisation des huiles essen-
tielles, en tant qu’antioxydants, dépend de la facilité de leur
incorporation dans la matrice alimentaire et de leur efficacité à
faible dose. Elles ne doivent pas être toxiques et n’entraîner ni
coloration, ni odeur, ni saveur indésirables. Elles doivent être
résistantes aux processus technologiques et stables dans le pro-
duit fini. Dans ce contexte s’inscrit ce présent travail dont les
principaux objectifs sont de valoriser les écorces (zeste) du ci-
tron par l’utilisation de leurs huiles essentielles comme additif
alimentaire naturel dans la margarine de table en substitution
à l’additif synthétique (le Tocoblend), de diversifier les diffé-
rents types de margarine de table existants sur le marché et
d’utiliser un additif ou antioxydant alimentaire recherché par
le consommateur d’une part et produit facilement et locale-
ment, donc moins coûteux d’autre part.

2 Matériel et méthodes

2.1 Huiles essentielles

L’extraction des huiles essentielles à partir du zeste de ci-
tron frais est effectuée par deux procédés : pression à froid et
hydrodistillation, respectivement codées HE1 et HE2. La mise
en évidence du pouvoir antioxydant des huiles essentielles ex-
traites (HE1 et HE2) a été réalisée par deux tests chimiques :
la mesure de l’activité de balayage d’un radical libre puis-
sant DPPH◦ (2,2 diphényle-1-picrylhydrazyl) (Mansouri et al.,
2005), et la dégradation du β-carotène en présence de l’acide
linoléique (Kartal et al., 2007).

L’activité antiradicalaire, réalisée par la méthode de
DPPH, est estimée selon la formule suivante : AAR% =
[(Abs517 contrôle négatif – Abs517 échantillon)/Abs517 contrôle
négatif)] × 100 (AAR% : activité antiradicalaire ; Abs517 : ab-
sorbance lue à 517 nm).

L’activité antioxydante relative des échantillons (AAR),
déterminée par le test de blanchissement du β-carotène, est
calculée selon l’équation suivante :

AAR = Abst=48 h (échantillon)/Abst=48 h (Tocoblend)

(AAR : activité antioxydante relative ; Abst=48 h : absorbance
lue à 490 nm après 48 h).

2.2 Formulation de la margarine

La fabrication des margarines est réalisée dans une chaîne
pilote au niveau de la margarinerie CEVITAL située dans la
région de Bejaïa, Algérie. Après dosage des deux phases et
leurs ingrédients, des opérations d’émulsification, de cristalli-
sation, de pasteurisation (chauffage à 80 ◦C pendant 3 à 4 s
sous pression de vapeur de 3 bars) et de refroidissement
(45 ◦C par la circulation d’eau afin d’éviter un choc ther-
mique) sont réalisées. L’émulsion cristallisée est acheminée
par la trémie jusqu’au malaxeur. Cet appareil va désaérer et
malaxer le mélange en lui donnant consistance, souplesse et
homogénéité. Les margarines ainsi produites ont une tempé-
rature de 20,8 ◦C et sont conditionnées dans des barquettes
en plastique et stockées au réfrigérateur à une température
de 4 ◦C.

2.3 Caractérisation physico-chimique des margarines
élaborées

La teneur en eau et des matières volatiles est déterminée
selon la méthode de Wolff (1968). Les deux parties, grasse et
non grasse, sont séparées grâce à une extraction par solvants et
leur masse est calculée après séchage à l’étuve réglée à 105 ◦C
(Wolff, 1968). La teneur en acides gras a été déterminée par
CPG (NF EN ISO 5508, 1995). Le pH est déterminé directe-
ment sur la phase aqueuse, après sa séparation du produit, à
l’aide d’un pH-mètre (AFNOR, 1982). L’indice de peroxyde a
été déterminé selon la méthode proposée par AOCS (1997). Le
taux de solide SFC (solid fat content) est évalué par la méthode
de Wolff (1968). Il est exprimé en pourcentage et constitue
une caractéristique physique importante influençant beaucoup
les propriétés technologiques et sensorielles des corps gras : la
texture.

La stabilité oxydative de la margarine est évaluée par le test
de Rancimat (ISO 6886, 2006) et le test de Schaal (méthode à
l’étuve) (Anwar et al., 2006).

3 Résultats et discussion

3.1 Rendement d’extraction en huiles essentielles

Le rendement moyen en HE1 est moins important que
le rendement moyen en HE2. Ils équivalent respectivement
à 1, 02 % ± 0, 04 % et 2, 18 % ± 0, 05 %. Au seuil α = 0, 05,
les deux rendements présentent une différence significative,
ce qui implique que le mode d’extraction a un impact sur le
rendement. Donc du point de vu quantitatif, il est intéressant
de procéder à l’extraction des huiles essentielles de citron par
hydrodistillation.

3.2 Effet Scavenger du radical DPPH◦

Le Tableau 1 représente les concentrations efficaces du
substrat qui causent la perte de 50 % de l’activité de DPPH◦
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Tableau 1. Concentration efficace (EC50) et puissance antiradicalaire (ARP) des huiles extraites (HE1, HE2) et du Tocoblend.

Echantillon
Test au DPPH◦ Test de blanchissement du β-carotène

EC 50 (g/l) ARP EC 50 (g/l) ARP
Tocoblend 0,0082 ± 0,0004 121,95 ± 0,80 0,0065 ± 0,0052 153,84 ± 0,09

HE1 0,0044 ± 0,0007 227,27 ± 1,73 0,0031 ± 0,0302 322,58 ± 0,02
HE2 0,0054 ± 0,0005 185,18 ± 0,75 0,0047 ± 0,0012 212,76 ± 0,00

Tableau 2. Caractéristiques physico-chimiques des margarines élaborées.

Paramètres
Margarine au Margarine Margarine

Tocoblend à HE1 à HE2

Teneur en eau et en matières volatiles (%) 15,72± 0,15 15,98± 0,10 16,02± 0,10
Teneur en non gras (%) 21,83± 0,05 21,70± 0,13 22,09± 1,01

Teneur en gras (%) 78,17± 1,27 78,30± 0,06 77,91± 0,01
pH 4,70± 0,00 4,80± 0,00 5,00± 0,00

Indice de peroxyde (meq/kg) 1,97± 0,02 1,89± 1,12 1,92± 1,14
Point de fusion (◦C) 37,00± 0,00 37,20± 0,00 37,00± 0,00

ainsi que l’activité antioxydante relative. Il démontre que les
huiles essentielles obtenues sont des excellents antioxydants
naturels. Elles possèdent des capacités de neutralisation de
DPPH◦ puissantes à de faibles doses en les comparant à celle
du Tocoblend. En suivant l’EC50, la capacité de balayage de
radical libre DPPH◦ est classée dans l’ordre : HE1 > HE2 >
Tocoblend.

3.3 Test de blanchissement du β-carotène

Un extrait qui retarde ou inhibe le blanchissement du
β-carotène peut être décrit comme un piégeur de radicaux
libres et comme un antioxydant primaire (Liyana-Pathirana
et al., 2006). Selon plusieurs auteurs, le test d’inhibition
de l’oxydation de l’acide linoléique couplée à celle du
β-carotène, paraît très utile comme un modèle mimétique de
la peroxydation des lipides dans les membranes biologiques
(Ferreria et al., 2006). Les résultats signalés dans le Tableau 1
confirment les résultats précédents du test de neutralisation de
DPPH◦ concernant le classement de la capacité d’inhibition de
l’oxydation (HE1 > HE2 > Tocoblend).

3.4 Caractéristiques physicochimiques
des margarines élaborées

Les résultats de la caractérisation physico-chimique des
margarines élaborées (margarine avec le Tocoblend et mar-
garines à huiles essentielles de Citrus limon HE1 et HE2)
sont représentés dans le Tableau 2. La composition en ma-
tière grasse et en eau des margarines élaborées correspondent
aux critères fixés en amont de leur fabrication, critères de
type margarine à tartiner. L’indice de peroxyde rend compte
de l’altération des corps gras par oxydation, inconvénient
majeur touchant essentiellement les acides gras insaturés
(AGI). Nos produits présentent un indice de peroxyde moyen
de 1,90 ± 1,13 méqO2/kg, valeur inférieure à 5 méq/kg, maxi-
mum requis par les normes (Karleskind, 1992). Le point de
fusion moyen obtenu est de 37 ◦C, correspond à celui choisi
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Fig. 1. Composition en acides gras de la margarine à l’HE1.

pour la recette retenue. Il doit être fixé de manière à ce que la
margarine soit fondante dans la bouche mais aussi plastique à
température ambiante pour supporter le travail mécanique lors
de la tartinabilité.

3.5 Composition en acides gras des margarines
élaborées

La Figure 1 représente la composition en acides gras de
l’une des trois margarines élaborées : la margarine à huile es-
sentielle de Citrus limon extraite par expression à froid ; cela
est justifié par l’absence de différence significative entre leurs
compositions chimiques. La composition en acide gras reflète
la teneur en acides gras des huiles végétales utilisées (huile
de tournesol, huile de palme, huile de palme hydrogénée et
huile de coprah hydrogénée). La présence des acides capry-
lique, caprique, laurique et myristique à des teneurs de 0,39,
0,37, 5,12 et 2,26 % respectivement proviennent de l’huile de
coprah. L’acide palmitique présente une teneur de 24,96 %,
celle-ci provient de l’huile de palme entrant dans la recette
de notre margarine. L’huile de palme renferme des teneurs
importantes en acides stéarique, oléique, linoléique, et des
traces de l’acide linolénique. L’acide oléique s’avère avec une
teneur importante (25,47 %) dans notre margarine. La mar-
garine ainsi analysée (à HE1) contient 56,57 % d’acides gras
insaturés (AGI) dont 25,47 % sont des acides gras monoinsa-
turés (AGMI) et 31,10 % sont des acides gras polyinsaturés
(AGPI). Cette composition apporte les acides gras essentiels
(AGE). Le rapport AGI/AGPI de notre margarine est de 0,85,
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Fig. 2. Indice SFC de la margarine témoin et des margarines aux
huiles essentielles de Citrus limon (HE1, HE2).

il est toutefois conforme aux recommandations des nutrition-
nistes qui est de l’ordre de 0,80 (Karleskind, 1992).

3.6 Analyse de la texture par RMN (SFC)

L’indice SFC se rapporte au pourcentage des matières
grasses qui sont solides à des températures différentes. Les ré-
sultats obtenus sont présentés dans la Figure 2. Le SFC est un
facteur essentiel à déterminer, car il est responsable de plu-
sieurs caractéristiques du produit, y compris son aspect gé-
néral, l’exsudation d’huile et les propriétés organoleptiques
(Noor Lida et al., 2002). Pour les margarines à tartiner, le
SFC ne doit pas dépasser 40 % à 5 ◦C et pas plus de 6 %
à 37 ◦C (De Greyt et Huyghebaert, 1993) ou pas plus de 32 %
à 10 ◦C (Charteris et Keogh, 1991). Les margarines élaborées
sont plastiques et faciles à tartiner. À 37 ◦C, l’indice de SFC
est inférieur à 6 % et donc les margarines fondent facilement
dans la bouche. Aussi, il faut noter qu’à 95 % il n’y a au-
cune différence significative entre ces margarines concernant
ce paramètre, indicateur de texture, et cela pour les différentes
températures.

3.7 Stabilité oxydative de la margarine

Les courbes mentionnées dans la Figure 3 représentent
les résultats de la stabilité à l’oxydation des margarines au
Tocoblend, à l’huile essentielle de Citrus limon par le test de
Rancimat. À partir des courbes de conductivité obtenues, le
temps d’induction des margarines au Tocoblend, à l’HE1 et à
l’HE2 est respectivement équivalent à 3,76 h, 6,42 h et 6,31 h.
La margarine à l’HE1 a présenté la meilleure résistance à
l’oxydation forcée par rapport aux deux autres. La margarine
à l’HE2 a mieux résisté que celle au Tocoblend. Aussi, il faut
noter qu’il y a une différence significative entre les temps d’in-
duction des deux huiles et celui du Tocoblend. Par ailleurs,
aucune différence significative entre les temps d’induction des
deux huiles n’a été constatée. Le Tableau 3 représente le fac-
teur de protection (Fp = activité antioxydante relative) du
Tocoblend et des huiles essentielles HE1 et HE2 sachant que
la période d’induction de la margarine sans Tocoblend et sans
huiles essentielles est de 2,05 h. Par comparaison de l’efficacité
de résistance à l’oxydation forcée et de l’activité antioxydante
relative, nous pouvons mettre en ordre croissant l’effet anti-
oxydant de nos huiles et du Tocoblend additionnés aux marga-
rines comme suit : HE1 > HE2 > Tocoblend.

Tableau 3. Facteurs de protection (Fp) du Tocoblend et des huiles
essentielles (HE1 et HE2).

Échantillon PI (h) Fp (AAR)
Tocoblend 3,76 ± 0,05 1,83 ± 0,03

HE1 6,42 ± 0,04 3,13 ± 0,02
HE2 6,31 ± 0,02 3,07 ± 0,01

La variation de l’indice de peroxyde en fonction de la du-
rée de stockage obtenue par le test de Schaal, est illustrée par
la Figure 4. L’indice de peroxyde a atteint son seuil limite d’al-
tération (5 meq/kg) à partir de la 6e semaine pour la margarine
à huile essentielle extraite de Citrus limon par expression à
froid, à partir de la 5e semaine pour la margarine à l’huile es-
sentielle extraite par hydrodistillation et seulement à partir de
la 4e semaine pour la margarine à Tocoblend. Aucune diffé-
rence significative n’a été observée entre l’indice de peroxyde
des trois margarines après la première semaine et entre les
deux margarines à l’huile essentielle (HE1, HE2) après la 4e

semaine. Au-delà de ces périodes, une différence significative
a été constatée. Une diminution de la teneur en peroxyde de
la margarine au Tocoblend, à l’HE2 et à l’HE1 a été constatée
respectivement à partir de la 6e, la 8e et la 9e semaine. Cela
peut être expliqué par la décomposition des peroxydes sous
l’effet de la température en aldéhydes, cétones et acides gras
à chaîne courte. Les margarines à l’huile essentielle ont mieux
résisté à la peroxydation que celle au Tocoblend, La marga-
rine à l’HE1 est mieux protégée contre l’oxydation que celle à
l’HE2. Le classement en fonction de l’ordre d’efficacité anti-
oxydante est comme suit : HE1 > HE2 > Tocoblend. Ces ré-
sultats concordent avec le classement constaté dans le test au
DPPH◦, dans le test de blanchissement de β-carotène et dans
le test de Rancimat.

4 Conclusion

Le présent travail a pour objectif l’exploitation des écorces
de Citrus limon (variété Euréka) et leur valorisation par l’uti-
lisation de leurs huiles essentielles à travers leur activité anti-
oxydante et leur prix moins coûteux en les comparant à un
antioxydant artificiel importé (le Tocoblend) utilisé au niveau
de la margarinerie de CEVITAL.

L’évaluation du rendement moyen en huiles essentielles de
Citrus limon extraites par hydrodistillation est plus intéressant.
L’activité antioxydante déterminée par le test de DPPH◦ et le
test de blanchissement du β-carotène montre que les huiles es-
sentielles extraites sont des excellents antioxydants naturels.
L’essai de formulation des margarines de table additionnées
d’huiles essentielles de Citrus limon a été expérimenté, en
vue de substituer le Tocoblend. Les indices de caractérisation
des margarines élaborées (gras, non gras et point de fusion)
s’avèrent conformes à la recette préétablie. En outre, l’indice
de degré d’altération par oxydation (indice de peroxyde) est
conforme aux normes. L’analyse des acides gras par CPG a
révélé la présence des acides gras essentiels avec un rapport
AGI/AGPI de 0,85, il est toutefois conforme aux recommanda-
tions des nutritionnistes. Les résultats de l’évaluation de la sta-
bilité oxydative par les tests de Rancimat et Schaal indiquent
que les margarines à huiles essentielles de Citrus limon sont
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Fig. 3. Courbes de conductivité de la margarine au Tocoblend (A), à l’HE1 (B) et à l’HE2 (C).
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Fig. 4. Variation de l’indice de peroxyde en fonction du temps de stockage, des margarines au Tocoblend, à HE1 et à HE2.

plus résistantes que celle au Tocoblend ; la margarine à l’HE1

est la plus résistante vis-à-vis l’oxydation forcée.
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                                                                                                                                                       Abstract  

The main objective of this work is to test the encapsulated essential oils in order to solve the 

problem of their instability, and apply them in light margarine in order to follow its oxidative 

stability and to evaluate its acceptability. 

The essential oils were extracted by hydrodistillation and cold pressing from two varieties of 

Citrus limon: Eureka and Lisbon. Recovered oils were analyzed by GC/MS to identify their 

constituents. As main results obtained, the extraction yield was greater by hydrodistillation 

than by cold pressure. The composition of the oils extracted was different but it was 

characterized by a dominance of monoterpenes, followed by oxygenated monoterpenes and 

then sesquiterpenes and finally oxygenated sesquiterpenes. High levels of limonene were 

recorded (61% - 67%). 

The antioxidant activity of the extracted oils was evaluated by several tests, namely the test 

for the inhibition of lipid peroxidation (β-carotene bleaching and the β-carotene qualitative 

test), the free radical scavenging test (DPPH and ABTS
+
), the test of the reducing power 

(CUPRAC and FRAP) and finally the test of the chelating power. The results obtained 

showed an interesting antioxidant power of Eureka oils extracted by cold pressure compared 

to other oils. On the other hand, the chelating power was less important for all oils compared 

with EDTA. 

The antimicrobial power of the oils was evaluated by two tests to determine the susceptibility 

of the strains and the microbiological parameters CMI, CMB and CMF. The strains tested are 

of 15, including 9 bacterial strains (2 Gram positive and 7 Gram negative) and 6 fungal 

strains. The results showed that all strains are sensitive and the oils have interesting 

antimicrobial properties. 

The essential oils of the Eureka variety extracted by cold pressing, having the best antioxidant 

power, were encapsulated in amorphous silica and then characterized by SEM, ATR and TGA 

and an evaluation of  ther antioxidant power. The results showed a significant encapsulation 

efficiency of 95.87%. No interaction between oils and SiO2 has been reported. On the other 

hand, a thermogravimetric resistant of the encapsulated oils was noticed compared to the free 

oils. The antioxidant activity of essential oils was not changed after encapsulation. 

Three formulas of light margarine were developed: control margarine (CM), free essential oil 

margarine (FOM) and encapsulated oils margarine (EOM). A physico-chemical 

characterization, a determination of the resistance to forced oxidation and sensory analysis 

were carried out. The results showed that the physico-chemical characteristics of margarines 

with essential oils are in accordance with the standards and the pre-established recipe and are 

not different from those of the control. The EOM showed resistance to forced oxidation 

comparable to that of the control (CM), however the resistance of the FOM is not interesting. 

The tasters of the three formulas showed a preference of the FOM, then of the EOM and 

finally of the CM. Therefore it would be interesting to proceed with the industrial formulation 

of a lemon essential oil margarine. 

 

Key words: Essential oil, Citrus limon, Hydrodistillation, Cold pressure, Antioxidant power, 

Antimicrobial power, Encapsulation, Lightened margarine. 
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                                                                                                                                                       Résumé 

Le principal objectif de ce travail est  de tester  les huiles essentielles encapsulées  afin de 

pallier au problème de leur instabilité, et les appliquer dans la margarine allégée afin de suivre 

sa stabilité oxydative et  d’évaluer son acceptabilité. 

Les huiles essentielles ont été extraites par hydrodistillation et par pression à froid à partir de 

deux variétés de Citrus limon : Euréka et Lisbon. Les huiles récupérées ont été analysées par 

GC/MS afin d’identifier leurs constituants. Comme principaux résultats obtenus, le rendement 

d’extraction a été plus important par hydrodistillation que par pression à froid. La 

composition des huiles extraites a été  différente mais elle s’est caractérisée par une 

dominance des monoterpènes, suivie des monoterpènes oxygénés puis des sesquiterpènes et 

enfin des sesquiterpènes oxygénés.  Des  teneurs élevées en limonène  ont été enregistrées 

(61% - 67%). 

L’activité antioxydante des huiles extraites a été évaluée par plusieurs tests à savoir le test de 

l’inhibition de la peroxydation lipidique (blanchiment de β-carotène te test qualitatif au β-

carotène), le test du piégeage des radicaux libres (DPPH et ABTS
+
), le test du pouvoir 

réducteur (CUPRAC et FRAP) et enfin le test du pouvoir chélateur. Les résultats obtenus ont 

montré un pouvoir antioxydant intéressant des huiles de la variété Euréka extraites par 

pression à froid par rapport aux autres huiles. En revanche le pouvoir chélateur a été moins  

important pour toutes les huiles par rapport à l’EDTA. 

Le pouvoir antimicrobien des huiles a été évalué par deux tests pour déterminer la sensibilité 

des souches et les paramètres microbiologiques CMI, CMB et CMF. Les souches testées sont 

de nombre de 15 dont 9 souches bactériennes (2 Gram positif et 7 Gram négatif) et 6 souches 

fongiques. Les résultats ont montré que toutes les souches sont sensibles et les huiles 

possèdent  un pouvoir antimicrobien intéressant.  

Les huiles essentielles de la variété Euréka extraites par pression à froid, ayant le meilleur 

pouvoir antioxydant, ont fait l’objet d’encapsulation dans le dioxyde de silicium amorphe puis 

une caractérisation  par le MEB, l’ATR et la TGA et une évaluation de son pouvoir 

antioxydant. Les résultats ont montré une efficacité d’encapsulation importante de 

95,87%. Aucune interaction entre l’huile et le SiO2 n’a pas été signalée. En revanche une 

résistante thermogravimétrique des huiles encapsulées a été remarquée par rapport aux huiles 

libres. L’activité antioxydante des huiles essentielles n’a pas été modifiée après 

l’encapsulation. 

Trois formules de la margarine allégée ont été élaborées : margarine témoin (MT), margarine 

aux huiles essentielles libres (MHL) et margarine aux huiles essentielles encapsulées (MHE). 

Une caractérisation physico-chimique, une détermination de la résistance à l’oxydation forcée 

et une analyse sensorielle ont été réalisées. Les résultats ont montré que les caractéristiques 

physico-chimiques des margarines aux huiles essentielles sont conformes aux normes et à la 

recette préétablie et ne sont  pas différentes de celles du témoin. La MHE a montré une 

résistance à l’oxydation forcée comparable à celle du témoin (MT), par contre la résistance de 

la MHL n’est  pas intéressante. Les dégustateurs des trois formules ont montré une préférence 

de la MHL, puis de la MHE et enfin de la MT. Par conséquent il serait intéressant de procéder 

à la formulation industrielle d’une margarine à huile essentielle de citron. 

Mots clés : Huile essentielle, Citrus limon, Hydrodistillation, Pression à froid, Pouvoir 

antioxydant, Pouvoir antimicrobien, Encapsulation, Margarine allégée. 
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