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Résumeé
L’objectif de cetravail est le suivi delaqualité de la sardine (Sardina pilchardus) fraiche
réceptionnée au port de Bouharoun et I’étude de I’effet des conservateurs : I’acide citrique et

I’huile essentielle du romarin (Rosmarinus oficinalis) sur le ralentissement de I’altération
pendant 12 jours.

Les échantillons a [I’état frais ont montré une bonne qualité physicochimique,
organoleptique et microbiologique.

L’altération a été caractérisée par la détérioration de la qualité organoleptique de la chair
et une augmentation de la teneur en histamine entreO et 56,6 +0,63jusqu’a65,15+4,67,
accompagnée de I’apparition de la flore aérobie mésophile. L’activité de la protéase est plus
au moins stable, I’altération protéolytique n’a pas été confirmée vu la stabilité des teneurs en
protéines. Par ailleurs, les valeurs maximales de I’ Azote basique volatil total enregistrées était
de I’ordre de 21mg/100g au 12°™ jour mais elles restent cependant, en dessous des limites de
rejet. De plus, I’existence d’un stress oxydant au niveau de la sardine au 3™ jour qui
pourrait étre lié a une atération causée par lalipolyse et laneutralisation des radicaux libres.

L’utilisation de I’extrait de romarin comme conservateur de la chair de sardine & 4°C a
donné un melilleur résultat par rapport a la stabilité de la teneur en proténe et I’effet
ralentisseur de I’oxydation exprimé par la diminution de 30% de I’activité de la catalase.
L acide citrique semble avoir un effet inhibiteur sur les protéases et catalase.

L’utilisation de I’huile essentielle du romarin comme un bioconservateur de produits de
mer, et la sardine en particulier, est recommandée.

Mots-clés : Sardina pilchardus, altération, histamine, ABVT, extrait de romarin, acide
citrique.



Abstract

This work deals to follow up the quality of fresh sardine (Sardina pilchardus) from the
port of Bouharoun and to study the effect of preservatives. citric acid and essentia oil
rosemary (Rosmarinus officinalis) on slowing alteration during a storage period of 12 days at
4°C.

All fresh samples showed good quality according to physicochemical, organoleptic and
microbiological norms. The alteration is characterized by the deterioration of the organoleptic
quality of the flesh and increased histamine content between 0 and 56.6 + 4.67 to 65,15, £
0,63 coupled by the appearance of mesophilic aerobic flora. The protease activity is more or
less stable. The proteolytic alteration was not confirmed because of the stability of protein
contents. Furthermore, the maximum level of total volatile basic nitrogen recorded
21mg/100g level in 12" day of storage that still under discharge limit values. In addition, an
oxidative stress was recorded in the flesh at the 3rd day, this could be related to an alteration
caused by lipolysis and neutralizing of free radicals.

The use of rosemary extract as a preservative of the flesh of sardines at 4 ° C gave a better
result compared to the stability of the protein and the oxidation retardant effect expressed by
the decrease of 30 % of catalase activity. While, citric acid seems to have an inhibitory effects
on both protease and catalase activities.

The use of the essential oil of rosemary as natural conservator in seafood products, and in
particular sardine, is recommended.

Keywords. Sardina pilchardus, alteration, histamine, TVBN, microflora, rosemary extract,
citric acid.
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INTRODUCTION

INTRODUCTION

Depuis toujours I’hnomme consomme des produits de la péche. Les produits de la mer
sont des denrées trés vulnérables a I’action d’oxydation lipidique et a I’altération autolytique
(enzymatique et microbienne), La qualité des produits de la péche est définie par une série de
caractéristiques impliquant leur composition initiale, leur valeur nutritionnelle, les conditions
de capture, de stockage, de distribution et de commercialisation (Aguilar & Martinez, 2001).

Les premiers changements survenant post mortem dans le poisson sont dus aux
enzymes tissulaires et digestives et a I’oxydation des lipides, c’est ensuite le développement
bactérien qui est le responsable essentiel de la dégradation du poisson. L’altération met en jeu
un ensembl e de processus microbiol ogiques, chimiques et physiques. (Leduc, 2011).

Le poisson représente non seulement un produit de grand valeur socio-économique
mais auss un aiment de haute vaeur nutritionnelle vue sa richesse exceptionnelle en
ééments nutritifs essentiels (protéines, lipides, vitamines liposolubles, ééments minéraux,
...etc.), de plus il est particuliérement apprécié pour sa haute teneur en acide gras
polyinsaturés (Ackman, 1989) dont les effets bénéfiques sur la santé humaine. Cependant,
cette grande qualité représente aussi I’un des principaux problémes surtout lorsqu’on ne
respecte pas les conditions de conservation.

La sardine Sardina pilchardus, reste I’un des rares produits de la mer encore
accessible au consommateur algérien. Elle est inscrite dans la culture culinaire algérienne et
est recommandée par plusieurs ingtitutions internationales de la santé pour ses vertus
nutritionnelles (AFSSA, 2003).

La qualité et la sécurité des produits de la péche et de I’aquaculture sont des eléments
cruciaux tout au long de la chaine, depuis la production primaire jusqu’a I’usager final. La
difficulté de conservation des denrées alimentaires périssables et plus particulierement les
produits de la péche et de I’aquaculture, est un véritable frein au développement de leur
consommation (Kodo, 1990).

L'amélioration de la qualité des produits de la péche et de I’aquaculture est devenue
une préoccupation majeure des pouvoirs publics et de tous les acteurs opérant dans ce
domaine.

En industrie alimentaire, le consommateur cherche toujours a avoir une conservation
saine et de longue durée pour les produits consommeés ainsi qu’une qualité organoleptique
meilleure. Afin de limiter ces atérations, on arecours ala conservation par le froid +4°C ou a
I"utilisation de divers conservateurs de synthese. En outre, les extraits végétaux sont utilisés
pour réduire la prolifération des microorganismes (Lachowicz et al.1998).

La microflore responsable de La dégradation du poisson frais change avec les
variations de température de conservation. A basse température (de O et 5°C), on retrouve
photobacterium phosphoreum, Aeromonas spp, Pseudomonas spp. Aux températures plus
élevées on rencontre les Enterobacteriaceae et Vibrionaceae, parfois avec des risques de
formation des amine biogénes (Hellal, 2011).

Y



INTRODUCTION

La formation des amines biogenes dans les aiments par la décarboxylation
microbienne des acides aminés peut engendrer des réactions alergiques chez le
consommateur. L’histamine provient essentiellement de la décarboxylation de I’histidine par
des enzymes microbiennes. Elle est produite plus particulierement dans les muscles des
poissons qui contiennent des taux d’histidine naturellement éevés, notamment les scombridés
et certains clupéidés. L’histamine fait partie des amines biogéenes, définies comme des
molécules biologiquement actives sur le systeme nerveux central et le systéme vasculaire.

L’origan, le thym, la sauge, le romarin, les clous de girofle sont des plantes
aromatiques fréquemment utilisées comme ingrédients alimentaires. Les huiles et extraits de
ces plantes ont toutes une particularité commune : elles sont riches en composés phénoliques
comme I’eugenal, le thymol, et le carvacrol. Ces composés possedent une forte activité
antibactérienne et antioxydante. Le carvacrol est reconnu comme étant I’un des composés non
toxiques le plus actif de tous. Il est utilise comme agent de conservation et aussi comme
arome alimentaire (Zambonelli., 2004).

Comme les produits de la peche contaminés ou altérés sont a I’origine de différents
maladies intoxication alimentaire nous nous sommes intéressés dans notre travail a suivre
I’évolution de I’altération dans son aspect microbiologique et biochimique de la sardine
(Sardina pilchardus) capturée dans de |a baie de Bouismail.

Notre travail se présente en deux parties, une premiére partie concernant la synthese
bibliographique et une deuxiéme partie comprenant le travail expérimental, matériel et
méthode et résultats et discussion. Qui porte sur :

» echantillonnage d’une sardine fraiche capturé au niveau de la baie de Bouismail (port
de Bouharoun)

» évaluation de sa qualité physicochimique et organoleptique.

» Conservation de la sardine dans différents conditions : sans conservateur, en goutant
un conservateur chimique, I’acide citrique ou un bioconservateur, I’hydrolat du
romarin (Rosmarinus officinalis)

> evaluation des parametres d’altération au cours de conservation a 4C° pendant 12
jours:

v Microbiologiques : entérobactéries, une microflore psychrophile et mésophile.
v’ Biochimique et enzymatique : protéase, protéine et catalase
v" Physicochimiques : Ph, matiére minéral, matiére organique et lateneur en eau.
v Toxicologique: la teneur en azote basique volatil total, I’histamine et le fer
huminique.
» Etude de I’effet des conservateurs : acide citrique et I’huile essentielle de romarin
sur le ralentissement de I’altération évalué pour les mémes parameétres.

]
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GENERALITE SUR L’ESPECE

1. Poissons pélagiques

La sardine Sardina pilchardus appartient a un groupe taxonomique complexe qui regroupe
les poissons pélagiques marins et dulcaquicoles. Un poisson est appelé pélagique lorsqu’il vit
dans les eaux proches de la surface ou entre la surface et le fond. Le hareng, les sprats, la
sardine, I’anchois, le maquereau, les aloses, le thon et la sardinelle sont des poissons
pélagiques (Lavoué et al. 2007).

La sardine (Sardina pilchardus) peut se distinguer des jeunes aloses (genre Alosa, est un
poisson migrateur de la famille des Clupeidae) par I'absence d'une fente médiane a la
méachoire supérieure et par la position de I'extrémité postérieure de la bouche. Chez la sardine,
cette derniere est située en avant de la verticale qui passe par le centre de I'ceil. Les deux
especes de sardinella, Sardinella aurita et Sardinella maderensis, different de Sardina
pilchardus par I'absence de stries rayonnantes sur |'opercule et des points sombres sur les
cotés du corps (Lavoué et al. 2007).

1.1. Présentation dela sardine

Le genre Sardina ne comprend qu'une espéce, Sardina pilchardus (Wabaum, 1792) in
(Lavoué et al. 2007).
I.1.1.Position systématique

La classification de la sardine selon Walbaum (1792) est la suivante :

Embranchement : Vertéborés
Sous-embranchement: Gnathostomes
Super —classe: Poissons
Classe : Ostéichtyens
Sous-classe: Actinoptérygiens
Super-ordre : Téléostéens
Ordre : Clupéiformes
Sous-ordre : Clupéoidés
Famille : Clupéidés

Genre: Sardina

Espéce : Sardina pilchardus

Les noms vernaculaires (Walbaum, 1792):
v' Anglais: European pilchard,
v' Francais : Sardine commune,
v' Espagne : Sardina,
v' Algérie: Sardine.
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Figure(1) : Sardina pilchardus (Walbaum, 1792).

|.1.2.Distribution & Habitat

La sardine est une espéce pélagique cotiere, allant jusqu’a 200 m de profondeur mais
présente surtout entre 25 a 55 m de la colonne d’eau pendant le jour et entre 15 &4 35 m
pendant la nuit. Elle est rencontrée le long des cotes atlantiques et méditerranéennes d'Europe
et dAfrique. En Méditerranée, elle est tres commune dans le bassin occidental. Dans I'océan
Atlantique, la sardine se répartit depuis Dogger Banc en mer du Nord jusquaux cotes
Mauritaniennes et peut méme atteindre les eaux du Sénéga (Fréon et Stequert, 1978). La
sardine se rencontre également dans les archipels des Acores, de Madere et des Canaries
(Furnestin, 1952 ; Silva, 2003).

Elle vit sur le plateau continental a une profondeur maximale de 150 m et sa présence

est souvent associée a celle de I’anchois, Engraulis encrasicolus (Abad et al., 1998).

|.2.Biologiedelasardine:

La sardine présente un cycle de vie qui se caractérise essentiellement par une croissance
rapide, une durée de vie courte, une taille petite, une maturation rapide associée a une grande
fécondité et une mortalité élevée surtout en phase larvaire (Rochet, 2000 ; Rose et al., 2001).
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La sardine vit en bancs parfois importants, prés de la surface, la nuit et plus en profondeur le
jour. Elle fraie toute I'année avec une période de ponte variant en fonction de la répartition

geographique (Dumay, 2006).

[.2.1.morphologie

La sardine se caractérise par une méachoire légerement saillante. Opercules portant des
cannelures radiaires. La Nageoire dorsale est située en avant des pelviennes. L’anale est
caractérisée par un allongement au niveau des deux derniers rayons. Les flancs sont dorés et
le ventre argenté. Une rangée de taches sombres se trouve le long de chaque flanc (Walbaum,
1792).

| .2.2. Cycledevie

Selon Laurec et Legen (1981), L’identification et la définition des unités de stocks
halieutiques sont une donnée importante dans I’aménagement des pécheries. Elle nécessite
une parfaite connaissance du cycle de vie du poisson avec entre autre, la caractérisation des
sites de ponte, de la fécondité, de I'importance du recrutement (Intégration des nouveaux
recrues ala population adulte, des migrations et de la mortalité naturelle.

En général, le cycle de vie d’un poisson peut étre schématisé par deux phases, la phase
larvaire et la phase adulte, reliées ente elles par deux phénomenes biologiques, e recrutement
et la reproduction (Figure 2). L’abondance d’un stock est donc dépendante de ces phases,
ellesmémes sous I’influence des facteurs de la colonne d’eau (Boudry et al, 2002). Par
exemple, la reproduction est soumise a des conditions de température (Koutrakis et al,2004),
la dispersion larvaire a des conditions hydrologiques particulieres (Alvarez et al., 2001 ;
Siegd et al., 2003) et le recrutement est soumis, a la fois a des conditions hydrologiques
(Chavez et al., 2003), de température (Brochier et al., 2008) ou encore de salinité (Chan et al.,
2001).
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Figure (02) : Cycle devie dela sardine (Sardina pilchardus), et influence de différents
parametres sur les étapes du cycle de vie (Boudry et al, 2002)
| .2.3.Croissance

La sardine a une croissance rapide, notamment dans sa phase juvénile, mais qui connait
des différences en fonction de la période, 1a zone de ponte et du sexe (Forest, 2001).I'intensité
de la croissance peut étre rapide au printemps et ralentie ou méme interrompue au cours de
I'niver (Lee, 1961). Leur longévité est faible, qui peut étre inferieure a 10 ans (Claude et
Jacques, 2005).

La taille de la sardine peut atteindre 27 cm dont 90 % est atteinte durant la premiére
année de son cycle (Whitehead, 1985). Dans la région du Nord Ouest Africain, lataille de la
sardine augmente du nord au sud (FAO, 2007), ceci est probablement en relation avec une
richesse trophique du milieu et la température engendrée par I’upwelling auquel sont
soumises ces cotes. La sardine atteint sa maturité sexuelle durant les deux premiéres années
de savie. La croissance et la maturité sexuelle présentent de larges variations tout au long de
I’aire de repartition (Alemany et Alvarez, 1993; FAO, 2001).

| .2.4.Reproduction

La Ponte de la sardine est fortement corrélée aux facteurs environnementaux, comme la
température et I’hydrodynamisme (Olivar et al, 2001), la température semble étre un facteur
essentiel dans le déclenchement de la Ponte soit par une stimulation des mécanismes

physiologiques soit par un enrichissement trophique du milieu (Amenzoui et al., 2005).
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Lafemelle pond de 50 000 a 60 000 ceufs pélagiques, mesurant environ 1.5 mm, dansla
mer ou pres des cotes, elle pond, de juin aaodt, tout au sud de lamer du Nord, en avril dansla
Manche, de février aavril au Portugal, et de septembre a mai dans la M éditerranée.

Les ceufs éclosent au bout de 2 a 4 jours, les larves mesurant 4 mm de longueur (Muus
et al. 1998). La phase larvaire dure 60 jours (Ramirez et al., 2001), les larves vivent entre 10
et 40 m de profondeur et se dispersent plus largement lanuit (Olivar et al., 2001).

[.2.5.Nutrition et digestion

L'appareil digestif se compose de méachoires qui sont subégal es, dont les dents tapi ssent
I'ensemble de la cavité buccal e disposés en table de broyage, pharynx, oesophage, estomac et
un duodénum (Darley, 1992).

La sardine est une espéce planctophage, lajeune sardine se nourrit de phytoplancton
représenté par les diatomées (Fisher et al,1987), d'oeufs et de larves de petits crustaces
(Ettahiri, 1996).

L’adulte consomme essentiellement des crustacés planctoniques, des larves de crabes ou
d'ophiures (Ettahiri, 1996).

[.2.6.Respiration

La respiration se fait par un appareil respiratoire qui contient quatre paires de branchies
operculées et qui sont compl étées par la vessie gazeuse, qui joue le réle de réserve d'oxygene
(Dob, 1998). Lors de la respiration de la sardine, I'eau est aspirée dans la cavité buccale,
tandis-que les opercules sont fermés, I'eau pénetre par la bouche jusgu'aux branchies, puis

lorsque la bouche est refermée, elle sort par les opercules ouverts (Pivnicka et Cerny, 1996).

[.2.7.Comportement dela sardine

La sardine effectue des déplacement saisonniers de faible amplitude, commandés par la
nutrition, lareproduction et les conditions thermiques (Fréon et al.,2005).

Il s’agit d’une espece grégaire, elle forme des bancs parfois trés importants qui peuvent
étre composés d’individus d’age et de sexe différents mais de tailles équivaentes
(Forest,2001), par contre si la sardine est moins importante , les bancs seront composés de
plusieurs especes de petits pélagiques, notamment des anchois et/ou des chinchards (Cury et
al., 2000).
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Les poissons planctophages effectuent des migrations verticales entre la nuit et le jour,
suivant exactement celles du plancton animal dont ils se nourrissent, en période de pleine lune
cette migration est réduite par le risgue d'exposition aux prédateurs qui peuvent profiter de la
brillance des poissons facilement repérables a partir des couches d'eau inferieures (Fréon et
al.,2005).

[.3. Lapéchedelasardine

Les poissons pélagiques constituent la plus grande part des captures marines mondiales, En
meéditerranée, les petits pélagiques (sardines, anchois, maquereaux, sparts et sardinelles)
totalisent presgue 50 % des débarquements totaux annuels de péche (Leonard et Maynou,
2003). Parmi eux, I'anchois et la sardine sont les especes les plus importantes en termes
d'intérét commercia et de biomasse (Pinnegar et al.,2003; FAO, 2005).

Les deux principaux meétiers qui exploitent la sardine sont les senneurs et chaluts
pélagiques. La péche de la sardine est une activité influencée par les conditions hydrologiques
et climatiques, car la température agit directement sur la locaisation et la concentration des
bancs de sardines d’ou I'accessibilité aux flottilles de péche (Forest, 2001). L’exploration de
ces données est importante et constitue une étape primordiale dans I’identification des stocks
de poissons par des techniques avancées (Begge et al, 1999 ). La sardine européenne, est une
espéce trés exploitée en nord ouest africain et en Atlantique Nord-Est présente, elle aussi, des
fluctuations importantes des stocks (Cendrero, 2002; ICES, 2005; FAO, 2007).

[.3.1.la consommation de poissonsen Algérie

Le Ministére de la péche a commandité une éude de consommation de poissons par les
ménages en Algérie dont I’étude aboutit que les ménages algériens ont une préférence de
consommation pour le poisson frais. Ainsi, 93,8% de la consommation moyenne par téte sont
constitués de poissons frais, 2,3% de congelés et 2,7% de conserves.

Ainsi que, Les espéces de poisson les plus consommeés par |es ménages, pour |e poisson
frais, sont la sardine (83,1%), le saurel (5,0%) et le rouget (1,6%). Les 10,3% restants se
répartissent entre différentes espéces de poisson blanc et de poisson bleu. (MPRH ,2014).
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|.3.2.Caractéristiques dela chair desproduits dela péche

La chair des poissons se différencie des autres animaux a la fois par I'organisation
structurale des muscles qui la constituent et par sa composition chimique qui en fait un
aliment de haute valeur nutritionnelle:

[.3.2.1.Structure physique
La chair des poissons est composeée de deux principaux types de muscles qui se

distinguent par la nature des fibres qui les composent majoritairement :

- le muscle rouge, de type oxydatif : il est généralement présent sous forme d’une
fine couche située sous la peau; il est plus abondant sur les flancs du poisson. Sa proportion
dans la chair varie d’une espéce a une autre.

- le muscle blanc, de type glycolytique : il est quantitativement le plus important
puisqu’il représente jusqu’a 50% de la masse corporelle du poisson.

Les muscles sont constitués d’une mosaique de fibres de différents diametres qui
résultent a la fois de phénomeénes d’hyperplasie (augmentation du nombre de fibres) et
d’hypertrophie (augmentation de lataille des fibres).

Le tissu conjonctif, composé principalement de collagene (88 a 98 % de collagéne et
de 2 a 12 % d'dastine) envel oppe chaque fibre (endomysium) ainsi que les faisceaux de fibres
(perimysium). 1l est aussi le constituant majoritaire des myoseptes, cloisons qui séparent les

feuillets musculaires (myomeres) (Medale, 2005).

[.3.2.2.Composition chimique et valeur nutritionnelle

La chair des poissons contient en moyenne 70 a 80 % d’eau, 16 a 22 % de protéines,
peu de glycogéne (moins de 1% en général) et des lipides en quantité tres variable (1 a 20 %
selon les especes et leur alimentation (Medale, 2005).

Malgré la tres large variété taxonomique des poissons, la teneur en proténes des
tissus musculaires est d'une constance remarquable (Piclet, 1987). Le muscle blanc contient
davantage de protéines que le muscle rouge mais moins de lipides (Pérez-Villareal et Pozo,
1990; Medale, 2005).

La sardine est un poisson gras qui possede un grand intérét nutritionnel (tableaul), En
effet, c'est I'un des poisons les plus riches en lipides et particulierement en acides gras de la
famille des (n-3) qui représentent de 20 & 30% des acides gras totaux, dont les propriétés
vascul o-protectrices sont maintenant bien établies. La sardine est également un des poissons
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les plus riches en protéines (autour de 20% de la composition totale du filet). Ces protéines
sont une bonne source d'acides aminés indispensables puisque 100 g de sardine suffisent a
couvrir 100% des besoins quotidiens. La sardine est pauvre en glucides (0.1% par rapport au
poids frais), et contient des vitamines, des sels minéraux et des oligo-ééments (Dumay,
2006).

Tableau 1 : composition et valeur nutritionnelle de la sardine de I’atlantique en conserve dans

I’eau, égouttée avec arétes (Santé Canada, 2005).

Composition Poidsen g/100g de
sardine

Protéines 24 6
Glucides 0
Lipides 11,5

- Saturés 15

- mono insaturés 3,9

- Polyinsatures 5,2

- omega-3* 15
Cholestérol 0,142
Fibres alimentaires 0
Calories 208

* AEP, ADH et acide apha-linolénique

[I. QUALITE DESPRODUITSDE LA MER

La plupart du temps le mot "qualité” se référe a I’aspect esthétique et a la fraicheur ou au
degré d’altération que le poisson a subi. Il peut aussi comprendre des aspects de sécurité tels
que I’absence de bactéries et parasites pathogenes ou produits chimiques toxiques. La qualité
englobe également des notions, telles que la sécurité, la nutrition, la pureté, la régularité des
produits, la valeur ou I’excellence des produits, la loyauté (é&iquetage par exemple) et la
gastronomie (F.A.O ,2003).

En effet, La fraicheur est I'indicateur de qualité des produits de la mer le plus important.

De nombreuses méthodes existent pour |'évaluer. (Ifremer ,2009).
1. méthodes d’évaluation de la qualité
1.1. Lesméthodes organoleptiques et sensorielles

Les méthodes organoleptiques et sensorielles reposent sur |'évaluation de critéres d'aspect,

d'odeur, de texture et de golt des produits. L’analyse sensorielle constitue un outil de mesure
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immédiate, rapide et précis qui permet d’obtenir des informations pertinentes sur les aliments
et des ééments pour comprendre le comportement des consommateurs.

1.2. Lesméthodes chimiques et biochimiques

Les méthodes chimiques et biochimiques pour I’évaluation de la qualité des produits de
la mer sont plus fiables et plus précises, depuis qu’ils éliminent les opinions personnelles sur
la qualité des produits. Ces méthodes objectives doivent étre en corréation avec la qualité
sensorielle, et les composés chimiques qui sont déterminés doivent augmenter ou diminuer
comme la détérioration microbienne ou les procédés d’autolyse (Huss 1995). Parmi les
composés chimiques d’altération a mesurer, on trouve les amines basiques volatiles totales
(A.B.V.T.), les amines biogenes ou histamine et les produits d’oxydation de lipides de
poisson tels que les hydroperoxydes (produits primaires) et les TBARS (sr-TBA : produits
secondaires de I’oxydation lipidique) (substances réactives a I’acide thiobarbiturique). De
plus, les méthodes biochimiques et chimiques permettent de remplacer les méthodes

bactériol ogiques plus lentes (Huss, 1999).

1.3. Lesméthodes microbiologiques
Le but des examens microbiologiques des produits de la péche est d’évaluer la présence

possible de bactéries ou d’organismes pouvant avoir des conséquences sur la santé publique et
de donner une idée de la qualité hygiénigue du poisson incluant la rupture de la chaine du
froid, I’hygiene au cours de la manutention et du traitement. Les données microbiologiques ne
fournissent pas en général d’informations sur I’appétence ou la fraicheur. Les examens
bactériologiques traditionnels sont complexes, longs, colteux et requiérent des compétences
pour leur exécution et I’interprétation des résultats. (Leduc, 2011)

2. Altération delachair
Les produits de la péche sont particulierement périssables. En effet, dés leur mort, les

réactions d’autodestruction liées a I’activité des enzymes autolytiques libérent dans la chair
des molécules simples, constituant des substrats favorisant la propagation in situ des
microorganismes. La conségquence en est une rapide altération des propriétés organol eptiques,
une réduction de la valeur nutritive et la formation de composés toxiques. (Ifremer,1990)

2.1. Phases d’altération
Dés la mort du poisson la contraction post-mortem et la chute de pH reste modérées. Le

pH du muscle du poisson est généraement insuffisant pour inhiber ou ralentir le
développement bactérien. En plus d’une activité protéolytique susceptible d’amollir

rapidement les tissus, des enzymes telles que les lipases et les phospholipases restent
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remarguablement actives au froid et dégradent les lipides. Les modifications post-mortem des
muscles se traduisent par une baisse de solubilité des protéines, une fragilisation des cellules,
et la libération d’acides gras.

L’évolution du muscle apres la mort peut étre divisée en quatre phases (Chéret, 2005):

- la phase prérigor dite d’excitabilitt musculaire et de contraction fibrillaire: Le
changement le plus important chez le poisson en état post mortem est I’établissement de
larigor mortis. Immédiatement apres lamort du poisson, le muscle est détendu et la texture
delachair est souple et élastique. Cette phase prerigor ne dure que quelgue heure.

- la phase derigidité cadaveérique (rigor mortis) : Ensuite, le muscle durcit et le corps du
poisson se raidit. Ains le poisson est en état de rigidité cadavérique rigor mortis (pertes des
propriétés élastiques du muscle). Cette derniére s’installe a des temps différents selon les
espéces et |es conditions de conservation.

- la phase post-rigor dite de résolution de larigidité cadavérique : Le muscle entre

alors dans la phase post rigor et devient a nouveau souple.

Aprés un certain temps, les principaux mécanismes biochimiques se mettent en place
conduisant a une altération progressive du muscle, il s’agit de la phase d’autolyse (Dungjsky,
1979).

2.2. Types d’altération

Le probleme de la conservation en parfait é&at de fraicheur est souvent difficile, en raison
de I’activité enzymatique des tissus eux-mémes et de celle des bactéries contaminants. Il faut

considérer successivement trois causes d’altération :

2.2.1. Altérations autolytiques (enzymatiques)
Les enzymes de la protéolyse autolytiques contribuent a la dégradation des tissus de la

chair de poisson post mortem, conduisant a un ramollissement considérable du muscle
(Chéret, 2005).

En effet, suite ala mort du poisson, la degradation de I’ATP est instantanée et se traduit
chimiquement par sa disparition et par I’augmentation de plusieurs autres molécules (Samuel
et al.,, 2002). De plus, la dégradation de I’ATP permet la formation de I’adénosine
diphosphate (ADP), I’adénosine monophosphate (AMP), I’inosine monophosphate (IMP),
I’inosine (Ino) et I’hypoxantine (Hx). On considere, que I’hypoxantine aurait un effet direct
sur I’arriére godt amer du poisson atéré; par contre, I’IMP est responsable du go(t recherché
du poisson frais qui n’existe que dans les produits de la mer de premiére qualité (Hughes &
Jones, 1966).
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Chez certaines especes (encornets, harengs), les altérations enzymatiques précedent les
autres atérations et par conséguent, elles dominent la détérioration du poisson réfrigéré
(Huss,1999)

2.2.2. Altérations microbiennes
Immédiatement apres capture, la chair du poisson est stérile, les régions contaminées

sont les branchies, le mucus qui recouvre la peau et le tube digestif (Baross & Liston
1970;Shewan, 1977). Les réactions d’autolyse des muscles du poisson favorisent la diffusion
de liquides biologiques et la progression des bactéries (Baird-Parker, 2000 ; Gram &
Dalgaard, 2002). L’altération bactérienne prend le pas sur les dégradations enzymatiques et la
conséguence en est une accélération de la dégradation du poisson méme pendant le stockage
et latransformation.

De nombreux facteurs conditionnent les modalités de I'atération microbienne: variété
de poisson, pH de la chair, richesse en graisse, habitat du poisson, type et éendue de la
contamination microbienne et les conditions de la péche et de stockage. La microflore
contaminante du poisson est fortement influencée par celle du milieu aquatique (Diop, 2008).

Beaucoup de poissons marins contiennent dans leur chair de I’oxyde de trimethylamine
(OTMA) que certaines bactéries (Photobacterium phosphoreum, Vibrionaceae) sont capables
d’utiliser sous conditions anaérobies, entrainant la libération d’amines comme la
triméthylamine (TMA) responsable de mauvaises odeurs ; mais elle est peu présente chez les
poissons gras (Gram & Dalgaard, 2002 ; Eymard, 2003). L’activité bactérienne aboutit aussi a
la libération d’ammoniac, d’H2S, de diméthylsulfure, de méthyl mercaptan et autres
composés nauséabonds. De plus, les acides aminés peuvent étre soit désaminés en acides gras

inférieurs, soit décarboxylés en amines toxiques (histamine...) (Guiraud, 1998).

2.2.3. Altérations chimiques (oxydation)
Les processus d'dtération chimique les plus importants sont les modifications qui se

produisent dans la fraction lipidigue des poissons. Les processus doxydation, ou
autooxydation, sont une réaction ou n'interviennent que I'oxygene et les lipides insaturés. Une
premiere étape conduit a la formation d'hydroperoxydes, qui sont sans saveur mais peuvent
entrainer le brunissement et le jaunissement de la chair de poisson.

La dégradation des hydroperoxydes donne lieu a la formation d'aldéhydes et de cétones,
Ces composes dégagent une forte odeur de rance. L'oxydation peut étre déclenchée et

accélérée par la chaleur, la lumiére (et notamment les rayons UV) et plusieurs substances
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organiques et minérales (par exemple le cuivre et le fer). On connait également un certain
nombre dantioxydants qui ont I'effet inverse (alphatocophérols, acide ascorbique, acide
citrique et caroténoides)( Huss 1998).

2.2.4. Altérations sensorielles
L altération des aliments leur donne un mauvais goQt et une odeur désagréable (d’acide,

de pourri, de moisi, etc.) et transmet des germes pathogénes.

La chair de poisson ne presente pas d’odeur désagréable quand le poisson est tres frais,
mais cette chair s’altére tres rapidement. Chez les poissons gras, les principaux composés
responsables des mauvaises odeurs sont des composés carbonylés issus de I’oxydation des
lipides. La trimethylamine (TMA), issue de la dégradation des oxydes de triméthylamine
(TMAO) est responsable aussi de mauvaises odeurs mais €elle est peu présente chez les
poissons gras. Chez le poisson, les phénomenes d’apparition et de résolution de la rigidité
cadavérique sont rapides.

Les caractéristiques du poisson altéré par rapport au poisson frais sont les suivantes :

Odeurs et de saveurs désagréables, de production de gaz

des branchies rouge foncé et visqueuses, au lieu de branchies rouge vif

une chair molle avec traces de sang de couleur brune, au lieu de chair ferme avec sang
rouge

des pupilles rouges laiteuses, au lieu de pupilles claires,

Ces changements sensoriels caractéristiques chez les produits de péche en état post
mortem varie considérablement suivant les especes et |la méthode de conservation (Huss,
1999).

Tableau 2 .Types et signes d’altération sensorielles de la chair du poisson (la sardine)

Types
microbiologiques | Chimiques | Autolytiques | Physique

Signes

Odeur / saveur anormales + + + _
Formation d’une couche poisseuse + _ _ _
Formation de gaz + _ _ _
Changements de couleurs (+) + + +
Changement detexture (+) _ + +
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2.3. Niveaux et sour ces de contamination microbienne
Le niveau de contamination des poissons au moment de la capture dépend de

I’environnement et de la qualité bactériologique de I’eau dans laquelle ils ont été péchés.
Beaucoup de facteurs influent sur la microflore des poissons ; les plus importants sont la
température, lateneur en sdl, la proximité des régions de péche avec les habitations humaines,
la quantité et I’origine de la nourriture consommeée par les poissons, ainsi que les méthodes de
péche.

Il'y adeux groupes de bactéries qui peuvent contaminer les produits de la péche:

v' Ceux qui sont normalement présents dans I’environnement aquatique (microflore
indigene), par exemple : Clostridium botulinum, Vibrio parahaemaliticus,
Listeria monocytogenes (Huss et Peterson, 1980).
v' Ceux qui sont introduits par la contamination de I’environnement par les déchets
souvent domestiques ou industriels, par exemple : Les Enterobacteriaceae telles que

Salmonella spp, Shigella spp, Escherichia coli, Vibrio cholerae, et Yersinia enterolitica.

v' Le personnd peut servir de vecteur ou apportant des risques hygiéniques (germes
fécaux, Staphylococcus, Clostridium) (Délarras, 2007).

2.4. Lesindicateurs microbiens
2.4.1. Salmonella spp

Les Salmonelles appartiennent a la famille des Enterobacteriaceae et, I’on connait plus
de 2000 sérovars. Salmonella Enteritidis et Salmonella Typhimurium sont deux sérotypes
responsables de salmonelloses transmises de I’animal a I’homme, provoquant des
gastroentérites, et de toxi-infections alimentaires (WEILL, 2009).

2.4.2. Escherichia coli
E. coli est une bactérie qui fait partie de la famille des Enterobacteriaceae, germe que

I’on trouve le plus communément dans les intestins de I’hnomme et des animaux a sang chaud.
Le plus souvent les souches d’E. coli qui colonisent I’appareil gastro-intestinal sont des
commensaux inoffensifs. Toutefois a I’intérieur de I’espéce on trouve au moins quatre types
de souches pathogénes :

- E. coli entéropathogene (EPEC).

- E. coli entérotoxinogene (ETEC).
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- E. coli entéroinvasif (EIEC), E. coli de type de dysenterie a bacille de Shigala dose
infective est faible (100 bactéries vivantes).

- E. coli entérohémorragique (EHEC).

-E. coli producteur de vérocytoxine (VTEC) ou E. coli O157 H :7 (JOLY & REYNAUD,
2002).

2.4. 3. Shigellasp
Le genre Shigella fait partie de la famille des Enterobacteriaceae. Sa présence dans le

milieu naturel éant liée a une contamination fécale. Les shigelles sont responsables de la
shigellose qui est une infection de I’intestin. L’alimentation, y compris les produits de la mer,
est la cause d’un certain nombre de poussées épidémiques de shigelloses. Dans la majorité des
cas il s’agit de contamination d’aliments crus ou précédemment cuits au cours de leur
préparation par un porteur asymptomatique infecté ne respectant pas les regles d’hygiene
(SUTRA et al., 1998).

Les Enterobacteriaceae (Salmonella, Shigella, E. coli...etc.) se manifestent toutes sur les
produits de la péche par suite de contamination a partir du réservoir animal/humain. Cette
contamination est associée a la contamination fécale ou a la pollution des eaux, ou a la
contamination directe des produits au cours de la préparation. 1l en résulte que la lutte contre
les maladies provoquées par les Enterobacteriaceae passe nécessairement par une bonne
hygiéne personnelle et de I’éducation sanitaire du personnel chargé de manipulation des
aiments.

2.4..4. Staphylococcus aureus
Les staphylocoques fait partie de la famille des Micrococcaceae, sont des germes

ubiquistes. Le principal réservoir et habitat est congtitué par la voie nasde des
animaux/humain. Devriese et al., 2005). Les produits de la mer peuvent étre contaminés par
les staphylocoques soit par [I’intermédiaire de manipulateurs infectés, soit par
I’environnement. Lorsqu’il se multiplie dans les aliments, S. aureus produit un certain nombre
d’entérotoxines. Ces toxines sont thermostable et trés résistantes aux enzymes protéolytiques
(Vincenot et al., 2008).

2.4.4.Clostridium botulinum
C. botulinum est extrémement répandu dans le sol (végétaux, épices, sel marin),

présence normale I’environnement aquatique et les poissons. Le botulisme humain est une
maladie grave relativement rare, considérée comme la plus dangereuse. Il s’agit d’un

empoisonnement provoqueé par une toxine préformée dans I’aliment.
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Tous les produits frais de la péche constituent un milieu trés favorable ala croissance de
C. botulinum et a la production de toxine thermolabile par les souches non protéolytiques et
psychrotrophes (type E, D, F). La vitesse de la synthése des toxines augmente en fonction de
latempérature quand celle-ci dépasse + 3,3°C, atteignant une production maximale a 25-30°C
(Bourgeois, 1990).

2.4.5Vibrio sp
Le genre vibrio fait partie de lafamille des Vibrionaceae et comprend 34 especes dont

13 espéces sont pathogenes pour I’homme. D’origine marine et se multiplient qu’en présence
de 2 a 3% de sal (haotolérant). Ces espéces pathogenes sont mésophiles ubiquistes, des eaux
tropicales, ains que dans des eaux tempérées. Les plus importantes sont : V.
paraheamolyticus, V. cholerae et V. wulnificus.(Hellal,2011)

» Vibrio cholerae: La bactérie peut contaminer les fruits de mer et I’intestin des
poissons, des eaux d’estuaire dans les zones chaudes, eau de mer. V. cholerae est considéré
comme témoin de contamination récente. Elle survit pendant 50 jours dans I’eau de mer a 5-
10°C, et 10 a 12 jours a 30°C, expliquant son existence saprophytique. La dose infectante est
élevée chez les personnes sans facteur de risque (>10° bactéries). La cuisson des aliments est

une protection simple et efficace de propagation de lamaladie (Hellal, 2011)

2.4.7.Listeria monocytogenes
La bactérie est tres répandue dans la nature. On peut I’isoler du sol, de la végétation, des

aliments y compris le poisson et les produits de la mer. La listériose est une infection dont le
point d’entrée est I’intestin, mais la dose infectante n’est pas connue, la période d’incubation
peut varier d’un jour a plusieurs semaines (Hellal ,2011).

2.4.8. Flore mésophile aérobie totale
Elle correspond a des bactéries indicatrices d’hygiéne dont le dénombrement permet

d’apprécier la qualité microbiologique du poisson et I’application des bonnes pratiques
d’hygiéne. Une flore mésophile dénombrée en grande quantité indique un début du processus

d’altération.

3. Amines biogenes et I’histamine
Dans le domaine aimentaire, les amines biogénes non volatiles proviennent de la

décarboxylation des acides aminés par des enzymes bactériennes et tissulaires. L histamine
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appartient aux amines biogenes qui sont des mol écules biologiquement actives sur le systéme
nerveux central, sur le systeme vasculaire et au niveau gastrique. L’histamine, naturellement
présente dans I’organisme, est un neuromédiateur largement impliqué dans les phénoménes
inflammatoires et allergiques.

Les amines biogénes sont molécules considérées comme des traceurs de la dégradation des
aliments, et plus particulierement des protéines, et traduisent la fraicheur des aliments (Ansses
2012) fig. (03).

R-CH-COOH R-CH2-NH2
NH2 Amino-Acide-

Décar boxylase
Acide aminé Amine biogéne

Figure 03: Dégradation enzymatique des acides aminés en amines biogéene par
décarboxylation.

3.1. Caractéristiques physicochimiques de I’histamine
» Ni la cuisson, ni la mise en conserve, ni la congéation ne détruisent I'histamine car

c'est une molécule thermostable.

» Le sdage et le fumage n'inhibent pas toujours le développement des bactéries
responsables de la formation d'histamine.

» Une fois que I'enzyme favorisant la formation de I'histamine a éé libérée par les
bactéries, la réfrigération ne diminue pas son activité (d'ou |'importance de ne pas

rompre la chaine du froid).

4.2. Facteurs de production d’Histamine
La formation de I’histamine dans les aliments dépend de trois facteurs

essentiels : (Ansess, 2012)

lateneur en histidine libre
la présence de bactéries capables de synthétiser I’histidine décarboxylase
les conditions permettant leur croissance de ces bactéries et la production d’enzymes
actives (température, pH essentiellement).
Le premier maillon de la chaine est |a péche. Les bateaux ont pour but de collecter de
grosses quantités de poisson. Les poissons sont souvent malmenés et abimés. Le découpage
est auss une étape importante au cours de laquelle les régles d’hygiéne doivent étre

rigoureuses.
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Les plus importants des facteurs de production étant |a température de I’eau et sa salinité,
la proximité des zones de récolte des habitations, la quantité et I’origine des aliments
consommes par |e poisson, et la méthode de récolte (Codex alimentarius, 2009).

La maitrise de la contamination bactérienne et la limitation de I’activité enzymatique,

I’histidine décarboxylase, peut éviter la production d’histamine (Duflos, 2009).

3.3. Bactéries Histaminogenes
La principale source d’histamine présente dans la chair du poisson correspond a I’activité

enzymatique de certaines bactéries dites « histaminogenes dont la croissance est directement
corrélée a la formation de I’amine. La survenue d’une Intoxication a I’histamine tient, par
conséquent, a la prolifération excessive de ces germes dans les poissons destinés a la
consommation humaine (Arnold & Brown, 1978 ; Duflos, 2009).

La flore histaminogene est différente de la flore de putréfaction puisque trés souvent le
poisson parait encore frais alors qu’il contient beaucoup d’histamine. Elle représente 0,1 a 1%
des bactéries totales du poisson (Afilal & Zlaiji, 1997).

Cette flore est trés variée dans sa composition : des bacilles Gram -, des bacilles Gram+,
des coques Gram+ mais se sont les Enterobactériaceae qui prédominent (Taylor et al., 1982 ;
Taylor, 1986) (Tableau 3).

Tableau 3: Microflore produisant de I’histamine (Boulay, 1999)

Types Entérobactéries Autresbactéries
Bactériesfortes Proteus morganii Clostridium perfringens
productrices Klebsiella pneumoniae Saphyloccus sp.

Klebsiella oxytoca
Enterobacter aerogenes

Bactériesfaibles Hafnia alvel Vibrio spp.

productrices Citrobacter freundii Photobacterium phosphoreum
Serratia spp. Pseudomonas ssp.
Plesiomonas shigelloides Lactobacillus sp.
Escherichia coli Bacillus sp.

Bactéries potentiellement | Proteus mirabilis Streptococcus faecalis

productrices Acinetobacter Iwoffi

Aeromonas sp.
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Par ailleurs, des bactéries productrices d’histamine sont détectables quelle que soit la
Température de conservation du poisson, puisqu’il existe des especes mésophiles et d’autres
Psychrophiles. De plus, bien souvent ces bactéries peuvent produire d’autres amines biogéenes
qui potentialisent I’action de I’histamine chez I’homme aprés ingestion du poisson altéré
(Boulay, 1999). L’activité enzymatique demeure méme quand les bactéries sont inactives
(Klausen & Huss, 1987).

3.4. Intoxication histaminique
L’intoxication histaminique ou syndrome de pseudo-alergie alimentaire s’agit d’une

intoxication aprés consommation d’un poisson dont la chair contient une grande quantité
d’histamine obtenue par transformation de I’histidine sous I’effet d’une prolifération
bactérienne elle-méme secondaire & une rupture de la chaine du froid. Les poissons concernés
peuvent étre des poissons scombroides comme le thon ou le maguereau mais également

d’autres espéces comme la dorade, I’espadon, la sériole ou la sardine (Lavoue et al. 2007).

L’ingestion de doses élevees d’histamine conduit a la saturation des enzymes digestives
catabolisant I’histamine et a I’intoxication par absorption intestinale de I’histamine non
métabolisé. L’ingestion de doses plus faibles d’histamine en combinaison avec d’autres
amines biogénes présentes dans I’aliment peut produire le méme effet par inhibition

compétitrice des enzymes de degradation de I’histamine (Ansess,2012).

Chez environ 1 % de la population (surtout des femmes), la consommation d’aliments
contenant de faibles quantités d’histamine provoque déja des réactions pseudo-allergiques en
raison d’une intolérance individuelle & I’histamine (Duflos, 2009 ; ALP, 2009).

3.5. Réglementation
La dose seuil entrainant le débordement des systémes de détoxication est tres difficile a

déterminer. Elle dépend de multiples facteurs dont la variabilité individuelle. La
réglementation (le reglement CE n° 2073/2005 du 15 novembre 2005 concernant les criteres
microbiologiques applicables aux denrées alimentaires qui définit les limites de
concentrations a ne pas depasser pour I’histamine) fixe les regles sanitaires régissant la

production et lamise sur le marché des produits de la péche comme suit :

Lors d’un plan de surveillance, neuf échantillons sont préleveés sur chague lot :

- lateneur moyenne ne doit pas dépasser 100 mg.kg-1

.
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- deux échantillons peuvent dépasser 100 mg.kg-1 sans atteindre 200 mg.kg-1
- aucun échantillon ne doit dépasser 200 mg.kg-1.

Ces limites s’appliquent seulement aux poissons des familles suivantes :
Scombridés : maguereaux, auxides, thonites, thons, thazards, palomettes, bonites.
Clupeidés : sardines, harengs, menhadens, ethmaloses, harengules, chardins,
sardinellessardinops, sprats, shadines.
Engraulidés: anchois.
Coryphaenidés : coryphénes

Au niveau national: En Algérie, le seuil recommandé est de 10mg/100g (JORA, 2006).

3.5. Utilisation des amines biogénes comme indicateurs d'altération
L'intérét du dosage des amines biogénes est de mettre en évidence la présence de

contaminants microbiens dans les aliments, les amines biogénes pouvant étre utilisées comme
des indicateurs de la qualité organoleptique des produits aimentaires et en particulier des
produits de la mer (Jargensen et al., 2000a; Veciana-Nogués et al., 1997). Les amines
biogénes sont sans saveur particuliére, mais sont indicatrices de la présence de bactéries
altérantes productrices dH2S, TMA et ammoniac. En conségquence, elles peuvent étre
utilisées dans certains cas comme indicateur de la qualité. En effet, I'nistamine et la tyramine
ne sont produites qu'a partir du systéme enzymatique de microorganismes par la dégradation
des acides amines libres précurseur. En revanche, la putrescine et la cadavérine sont produites

alafois par les enzymes endogenes de I'aliment et celles des microorganismes.

3.6. Précaution
Pour éviter la formation de I’histamine :

saigner et rincer le poisson soigneusement (car le sang contient I'histidine, le
précurseur de I'histamine).
éviscérer (car de nombreuses bactéries sont présentes dans les visceres) et rincer
efficacement le poisson, puisleréfrigérer ou le congeler le plus rapidement possible.
ne rompre la "chaine du froid" a aucun moment aussi bien lors de la capture que lors
de latransformation, du conditionnement puis de la commercialisation.
respecter de bonnes conditions d'hygiene pour éviter toute croissance des germes
naturellement présents dans le poisson et toute contamination extérieure.
en cas de congélation : décongeler |e poisson rapidement et |'utiliser aussitét.
le mode de conditionnement (notamment |'emballage sous atmosphére modifiée) peut
diminuer la formation d'histamine pour quelques especes de poissons. (Ifremer,
2008).
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CHAPITRE 11
Matériels et méthodes

11.1. Période et Lieu de stage

La présente étude est réalisée au centre national de recherche et de développement de la
péche et I’aquaculture (CNRDPA) de Boulsmail —Tipaza pour une période de 4mois (du Mars
au Juin 2016).

L’objectif de 1’étude est I’évaluation et le controle de la qualité de la sardine (Sardina
pilchardus) au niveau de la baie de Boulsmail par la détermination des propriétés physico-
chimiques, biochimiques et microbiologique ainsi des approches Toxicologiques par
’utilisation des Amines biogénes plus précisément ’histamine pour estimer la qualité¢ de
notre espece cible Sardina pilchardus .

11.2. Matériel

Le matériel de laboratoire utilisé lors de nos expériences est présenté avec des
illustrations au niveau de I’annexe (1).

2.1. La chair de sardine : sardina pilchardus échantillonnée dans la baie de Boulsmail, a 1’état
frais ou aprés conservation a 4C°dans les conditions expérimentales a fait 1’objet du matériel
biologique.

2.2. Conservateurs :Un conservateur de synthése et un bioconservateur ont été utilisés dans le
but d’améliorer la durée de conservation par réfrigération.

» L’acide citrique (E330) sous forme de solution a une concentration de 0.4%.

» et I’hydrolat du romarin (eau florale) : extrait de romarin (Rosmarinus officinalis)
obtenu par la méthode d’hydrodistilation qui permet de récupérer I’huile essentielle
dans I’eau d’une concentration de 0.1%.

L'extrait de romarin est autorisé en tant qu'additif (E 392) dans I'Union européenne pour
certaines denrées alimentaires, notamment dans les huiles de poisson et huile d'algue et les
poissons et produits de la péche transformés. Il n’est pas autorisé pour les poissons non
transformés.

11.3. Echantillonnage et conditionnement

L’échantillonnage est réalisé lors de la criée matinale au niveau du port de péche Bou
Haroun a Bouismail. Deux lots d’environ trois kilogrammes de sardine (Sardina pilchardus)
dont les individus étaient de poids moyen de 20g et une longueur moyenne de 15cm ont été
directement collectés aprés capture a la mer.

Les échantillons réceptionnés dans une glaciére sont ensuite acheminés directement au
laboratoire de CNDRPA pour faire I’objet des différentes analyses a savoir physicochimiques,

-
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biochimiques, toxicologiques et bactériologiques. Les échantillons ont subit une réfrigération
a4 c ° et suivi pendant 12 jours pour faire I’objet de 1’étude expérimentale.

Méthodologie

Chaque lot est éviscéré ensuite divisé en deux portions : ’'une est considérée comme
témoin et I’autre c’est 1’échantillon traité par un des deux conservateurs, I’acide citrique et
I’hydrolat de romarin. Figure (4)

L’évolution des parameétres ci-dessous a été suivie pendant la période de conservation a
I’intervalle de 2jours :

» parameétres physicochimiques : teneur en eau (H,O%), matiéres minéral (MM%),
matiéres organique (MO%) et le pH.

» Les paramétres biochimiques : protéine, protéase et la catalase

> Les parametres microbiologiques : recherche et dénombrement de la Flore aérobie
mésophile totale, des Coliformes totaux et fécaux, des Clostridiums, de Salmonelle, de
Levure et moisissures isolés sur des milieux appropriés

» Parametres toxicologiques : teneur en azote basique volatil total (ABVT), en fer
héminique et en histamine

La Sardine
(Sardina pilchardus)
Echantillon frais

. o L. Eviscération et lavage avec 1’eau
Sardine entiére non éviscérée . .
physiologique
Y Y
Traité avec ’acide Traité avec 1’extrait
—| citrique de romarin
Conservé a +04°C Conservé a +04°C
Répartition des lots et portions ) )
N — N
| | Non traité Non traité
Conservé a +04°C Conserveé a +04°C
Y, Y,

Figure (4) : la répartition des échantillons selon le mode de conservation

-
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La réception des individus

Conservation et acheminement au laboratoire

l

Analyses

A/ Analyse sensorielle B/ physicochimique C/ biochimique D/ microbiologique E/ toxicologique

Baréme de Teneur en eau Protéines FTAM ABVT
cotation Matiére minéral Catalase Coliformes totaux et Teneur en
chiffré Matiére organique Protéase fécaux histamine
PH Clostridium FER
Salmonelle
Levure et moisissures
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Figure (5) : Plan adopté avec les différents démarches appliquées

11.4. Méthodes
11.4.1. Appréciation sensorielle

L’appréciation sensorielle de I’état de fraicheur de nos échantillons est basée sur
I’observation de chaque lot et & chaque jour de prélevement, d’un certain nombre de
caracteres organoleptiques relatifs a la couleur, a ’aspect général et a ’odeur et son intensité.
Cette appréciation organoleptique est effectuée afin de déterminer le temps de rejet
organoleptique qui correspond au moment ou nos échantillons sont jugés impropres a la
consommation et de mettre en évidence les changements organoleptiques spécifiques. La
méthode utilisée est le systeme de cotation chiffré de la fraicheur du poisson défini par le
réglement du conseil N°103/76/CEE (Annexe 2).

e




CHAPITRE Il MATERIELS ET METHODES

11.4.2. Analyse physicochimiques

11.4.2.1. Teneur en eau

Le principe repose sur la perte d'eau libre de I'échantillon a I'étuvage. 03 & 05g de la chair

sont peses puis placées a I’étuve a une température de 105 + 04C° pendant 24 h pour séchage.
Une deuxiéme pesée est effectuée pour avoir le poids sec de I’échantillon. La teneur en eau

est déduite selon 1’équation suivante :

% H20 = Poids H20 « 100
° ~ Poids frais

Teneur en eau=poids total humide-poids total sec

11. 4.2.2. Matiére minérale et organique

La teneur de la matiére minérale est déterminée selon la méthode standard (AOAC, 1995).
Elle obtenu aprés calcination d’une quantité de 01 a 03g de chair dans un creuset en
porcelaine dans un four a mufles a une température de 450C° pendant au moins 03h. Le taux
de cendres (MM : Matiére Minérale) contenu dans 1’échantillon se calcule de la maniére
suivante :

mr
% Cendre = mi x 100

m , : masse du résidu apreés calcination
m; : masse initiale de 1’échantillon

La matiére organique est déduite selon cette équation :
MO = le poids frais — le poids MM — le poids d'H20

Poids MO
% MO = ————— % 100
poids frais

MO : Matiére Organique.

11.4.2.3. Détermination du pH

Le pH est aussi un paramétre important qui montre la diminution de la qualité de la chair
durant le stockage. Le principe est basé sur la détermination de la quantité des ions
hydronium (H") dans une solution.

La mesure du pH a été réalisée selon la procédure de Wang (2002). 10g d’échantillon sont
homogénéisés avec 50 ml d’eau. Le pH est mesuré a 1’aide d’un pH-métre a électrode de
verre.

-



CHAPITRE Il MATERIELS ET METHODES

11.5. Analyses Biochimiques

L’ensemble de ces procédures se déroulent dans des tampons adaptés. Le tampon dans
lequel on homogénéisera devra avoir les propriétés physicochimiques permettant de maintenir
la stabilité des molécules ou organites qu’on désire étudier.

La sardine

\%

Filet de chair sardine

A%

Homogénéisation dans le tampon phosphate

Centrifugation

<
N ——
Couche lipidique -—————= >
<-} --| Fraction
| —
Culot |------->

Figure (6) : procédure de I’analyse biochimique

%+ Homogénéisation de la chair

05g d’échantillon sont homogénéisé avec 50ml du tampon phosphate (20 mM; pH7.8) a
I’aide d’un mixeur déchiqueteur. On effectue ensuite une centrifugation a 6000 g pendant 20
min a 10C°. Le surnagent obtenu (Fraction S9) est utilisé pour doser les protéines et comme
source d’enzyme pour le dosage de la catalase et la protéase.
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11.5. 1. Dosage de la protéase (dans la chair)

% Principe
L’approche du dosage de la protéase consiste essentiellement a mélanger les composants
de la réaction et les incuber durant un certain temps. A la fin de 1’incubation (30min a 02h),
on préleve les échantillons. On y mesurera alors la quantité des sous-produits issus de la
dégradation du substrat (dans le cas de protéases la tyrosine est le sous-produit issus de la
dégradation de la caséine).

% Mode opératoire

Le dosage de I’activité protéase est déterminé selon la méthode décrite par (Ranilsonet al,
2005). 02ml de la solution de caséine (01% P/V dans le tampon phosphate pH7.2) utilisée
comme substrat est incubée avec 02ml de surnageant (source d’enzyme S9), a une
température de 50°C pendant Olheure. La réaction est stoppée en ajoutant 01ml du TCA a
10% (Acide trichloroacétique). On laisse reposer pendant 15 min et on effectuera une
deuxiéme centrifugation a 6000g pendant 15min. La lecture de 1’absorbance est faite a
280nm. Dans le blanc I’eau physiologique remplace les 02ml du S9.

11.5.2. Dosages des protéines par la méthode de Lowry

% Principe
C’est une techniques spectrophotométriques basées sur les caractéristiques spectrales ou
réactionnelles des acides aminés constituants les protéines.
La méthode développée par Lowry et al combine une réaction au biuret et une réaction au
réactif de Folin-Ciocalteu. Ce dernier, a base de phosphomolybdate et de phosphotungstate,
réagit avec les tyrosines et les tryptophanes, pour donner une coloration bleue qui s’ajoute a
celle du biuret.

%+ Mode opératoire
Dans des tubes a essais, le surnagent est dilué au 1/2 et 1/8 et complétées a 1 ml avec de I’eau
distillée. Le tube de blanc contient 01ml d’eau distillée. Puis 05ml de réactif Lowry (voir
annexe) est additionné. On homogéneéise et on ajoute aprés 10min 0,5ml de réactif Folin-
Ciocalteue dilué au 1/2 (il est important d’agiter juste aprés l’addition de ce dernier).
L’ensemble est mis a 1’obscurité pendant au moins 30min. la lecture de 1’absorbance est faite
a 660nm.

11.5.3. Dosages de la Catalase par mode Cinétique

¢ Principe
L’activité enzymatique est une mesure de la quantité d’enzyme active dans une préparation.
L’unité d’activité enzymatique (U) est définie en termes de quantité de substrat disparaissant
par unité de temps ou de quantité de produit apparaissant par unité de temps.
L’approche cinétique consiste a suivre en continu la quantité du composé voulu. La méthode
consiste a meélanger les réactifs et la préparation enzymatique dans une cuvette de
spectrophotometre puis a suivre la variation temporelle du parameétre mesure a 240 nm,

-
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Dans notre pratique I’activité catalase est déterminée selon la méthode de Lartilot décrite par
Gullzar et al (2007).

%+ Mode opératoire
2,5ml du substrat (100ul solution de H,O, a 30% ; 2,4ml tampon phosphate 75mM a pH7)
sont placés dans une cuvette du spectrophotometre déja réglée sur le mode cinétique. 50l de
la fraction S9 (source d’enzyme) sont ajoutés au mélange, on déclenche le mode cinétique du
spectrophotométre et on suit la décomposition de peroxyde d’hydrogeéne dans un intervalle de
temps de 60s. La lecture de I’absorbance est faite a 240nm.

11.6. Analyses Toxicologiques

11.6.1. Teneur en azote basique volatil total (ABVT)

L’analyse de ’ABVT a été réalisée selon la technique basée sur la distillation proposé par
Woyewoda et al ; (1986) et modifiée par Uriarte-Montoya et Villalba (2010).

05g de la chair sont homogénéisés avec 300 ml d’eau distillée pendant 2 min. Par la suite
02ml d’huile comestible et 02 g de sulfate de magnésium sont ajoutés au mélange. Le tout est
mis dans un ballon & distillation et chauffé jusqu’a ébullition. Le distillat est récolté apres
25min dans un bécher contenant 25ml d’acide borique a 2% (P/V). Additionné a une goutte
de rouge de méthyle, le filtrat récupéré est titré directement avec 1’acide sulfurique a 0,05 N.

Les données sont exprimé en mg d’ABVT/100g d’échantillon selon 1’équation suivante :

((V1—-V2)x N2 x100 x 14)

mg ABVT = W2

»= V1: quantité (ml) de H,SO, utilisés pour 1’échantillon.
= V2 quantité (ml) de H,SO, utilisé pour le témoin.

» N2 :normalité de H,SO,.

= W2 : poids de I’échantillon.

11.6.2. Détermination de la teneur en histamine

La détermination de la teneur en histamine est réalisée selon la méthode colorimétrique
proposee par Patange et al. (2005). Cette méthode est basée sur la formation d’un complexe
coloré entre le noyau imidazole de I’histamine et le p-phenyldiazonium sulfonate (réactif).

L'histamine est extraite de I'échantillon de la sardine a l'aide d'une solution saline (NaCl
0,85%) : 05g de chair de sardine est homogénéisés avec 20ml de NaCl 0,85% suivi d'un
broyage et d'une centrifugation pendant 10 minutes a 4 C°. Le surnageant récupéré est mit
dans des tubes sec a lesquels sont ajoutés 01ml de surnageant, 02 ml solution saline et 0,5 g
de mélange de sel (6,259 de sodium sulfate anhydrideet 1g de trisodium phosphate). Aprés
une agitation vigoureuse, 02ml du butanol sont additionnées a chaque tube suivi d’une
agitation puis centrifugation pendant 10 minutes.

.
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La couche butanolique supérieure qui renferme I'histamine est reprise dans un tube pour
I’évaporation et le résidu est dissous avec 01ml I'eau distillée.
Dans des tubes propres sont mélangés 05ml de carbonate de sodium a 1,1% (p/v) avec 02 ml
du réactif p-phenyldiazonium sulfonate. Le mélange est ensuite ajouté au tube contenant 01ml
de la solution du résidu recueilli dans le processus d'extraction.

L’absorbance de la couleur produite par le complexe est mesurée aprés Smin a A=496 nm
dont le blanc est 1’eau distillé.

La concentration de 1’histamine dans 1’échantillon est obtenue en faisant référence a
I’équation de la droite du courbe d’étalonnage.

Cette méthode possede un seuil de détection de O0lmg/100g (lpg/ml). Toutes les
concentrations en dessous de cette limite sont considérées comme des traces d’histamine.

11.6.3.Mesure du taux de fer

Une pesée de 01g de chair de sardine est bien homogénéisée avec 20 ml de I’eau distillé.
On laisse reposer environ 04 minutes avant filtration du mélange sur du papier filtre. La
lecture de I’absorbance est faite a 410 nm.

I1.7. Analyses bactériologiques
11.7.1.Echantillonnage

Le contrdle de la qualité et de la salubrité du poisson s’effectue par sondage. La méthode
d’échantillonnage utilisée est celle préconisée par La Commission Internationale des Normes
Microbiologiques Relatives aux Denrées Alimentaires ou ICMSF (International Commission
on Microbiological Specifications for Foods), qui a défini des méthodes d’échantillonnages
pour I’analyse systématique des produits alimentaires. La chair du poisson est prélevée
aseptiqguement.

11.7.2. Traitement des échantillons

Pour un contrdle bactériologique, toutes les manipulations doivent se faire dans des
conditions d’asepsies les plus strictes. Le matériel nécessaire pour les analyses programmeées
doit étre stérilisé et préparé avant le début des analyses.

11.7.3.préparation de la solution mere

L’analyse microbiologique des échantillons s’effectue a partir d’une solution mere dans la
composition est 100 g de chair de la sardine homogénéisé dans trois fois le poids de la chair
en solution TSE. Broyer a 1’aide d’un broyeur homogénéisateur pendant 60 secondes : on
obtient la solution mére & 10 & partir de laquelle sont préparées les autres dilutions décimales
(10%et 10°%). (Afnor, 1988 ; Larpent, 1997).

.
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11.7.4.Numération de la flore aérobie mésophile totale.

Le milieu préconisé pour ce test est le Plate Count Agar le (PCA), proposé en 1973 par
I’AFNOR (association francaise de normalisation).

%+ Méthodologie

Deux dilutions décimales successives sont utilisées. 01ml de chaque dilution est réparti en
goutte au fond de la boite correspondante (pour chaque dilution, deux boites de Pétri sont
utilisées). Les gouttes sont ensuite recouvertes d'une couche de gélose PCA en surfusion (45-
47°C), et le tout est homogénéisé avec des mouvements circulaires. Une fois la gélose
refroidie, elle est recouverte d’une seconde couche de gélose PCA, ce qui a pour effet
d'immobiliser les bactéries, et de former des colonies bien définies. Les boites de Pétri ainsi
ensemencées sont incubées a 30°C pendant 72h.

Les colonies sont dénombrables si leur nombre est compris entre 30 et 300. Au-dessus de 300,
elles sont indénombrables, et en dessous de 30 on considere qu'elles sont trop rares pour étre
dénombrées. La formule mathématique suivante est utilisée :

N=X colonies/ Vml x (n1 + 0,1 n2) x d1

Ou : N : nombre d’UFC par gramme de produit initial ;
¥ Colonies : Somme des colonies de boites interprétables ;
vml: Volume de la solution déposé (1ml) ;
nl : Nombre de boites considérées a la premiere dilution retenue ;
n2 : Nombre de boites considérées a la seconde dilution retenue ;
dl : Facteur de la premiere dilution retenue.

» Flore mésophile : incubation a 30°C pdt au moins 3 jours
> Flore psychrophile : incubation au froid pdt au moins 5 jours

11.7.5. Numération des coliformes totaux, des coliformes fécaux et thermotolérants

Ils sont réalisés suivant la norme AFNOR V45- 110 JUIN 81 (Benmoukhtar, 2000). La
méthode appliquée pour le dénombrement et la recherche des coliformes fécaux est la
méthode du nombre le plus probable (NPP) par lecture sur table de Mac Grady.(voir annexe)
(AFNOR ,1988).

¢+ Mode opératoire

La technique en milieu liquide (VBL) fait appel a deux tests consécutifs, a savoir :
= test de présomption, réserveé a la recherche des coliformes totaux.

= test de confirmation, appelé encore test de Mac Kenzie, réserve a la recherche des
coliformes fécaux a partir des tubes positifs du test de présomption.

%+ Test de présomption

La technique NPP consiste a préparer dans un portoir une serie de 9 tubes contenant le
milieu (VBL) avec une cloche de Durham a raison de trois tubes pour chaque dilution. Alors,
1ml de chaque dilution décimale 10™ & 103, est transféré aseptiquement dans chacun des trois

.
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tubes. En prenant soin de chasser le gaz présent éventuellement dans les cloches de Durham
en mélangeant le milieu et I’inoculum.

Les tubes sont incubés & 37°C pendant 24 a 48 heures. Les tubes positifs sont ceux qui
présentent & la fois : Un dégagement gazeux (supérieur au 1/10°™ de la hauteur de la cloche)
et un trouble microbien accompagné d’un virage du milieu au jaune.

+ Test de confirmation ou test de Mac Kenzie

Les tubes de (VBL) positifs, trouvés lors du dénombrement des coliformes totaux, feront

I’objet d’un repiquage a I’aide d’une pipette stérile dans deux autres tubes 1’un contenant le
milieu (VBL) avec cloche et I’autre de 1’eau peptonée exempte d’indole (EPEI). Les tubes
seront maintenus a 1I’étuve a 44°C pendant 24 heures.
Le résultat est considéré comme positif, seulement s’il y a un virage du (VBL) au jaune avec
dégagement de gaz, au moins 1/ 10°™ de la cloche de Durham, et formation d’un anneau rouge
aprés adjonction de 2 a 3 gouttes du réactif de Kovacs au tube de I’eau peptonée exempte
d’indole.

11.7.6. Numération de levures et moisissure

Le milieu utilisé pour ce test est (OGA), proposé en 1973 par I’AFNOR (association
francaise de normalisation).
On effectue deux dilutions décimales. On prend 1ml de chaque dilution et on les répartit a
I’aide d’un rateau sur la gélose (pour chaque dilution 2 boites sont utilisées). On incube les
boites a 25C° pendant 5 jours. Les boites dénombrables sont comprises entre 30 et 300.

11.7.7.Numération des Streptocoques fécaux ou thermotolérants
» Etape 1 ou test présomptif

Ce test est effectué par ensemencement d’un milieu de Rothe S/C (AFNOR, 1960). Ce milieu
contient de ’azide de sodium (NaN3) qui inhibe la plupart des microorganismes. Il est peu
favorable a la croissance des Streptocoques fécaux et la plupart des autres bactéries ne s’y
cultivent pas. Le milieu de Rothe est cependant moins sélectif que le milieu de Litzky, ce qui
nous méne d’abord a 'utiliser dans la premicre étape, et les germes adaptés a I’effet inhibiteur
de I’azide de sodium s’adaptent a la présence d’éthyl violet.

1 ml de la suspension meére et des dilutions décimales de cette derniére sont ensemencé dans

9 ml de milieu. Apres 24 heures a 48 heures d’incubation a 37°C, sont considérés positifs les

tubes présentant un trouble bactérien. Ces tubes sont soumis au test confirmatif.

» Etape 2 ou test confirmatif

L’addition d’Ethyl violet au milieu de Rothe le rend sélectif et spécifique des seuls
streptocoques fécaux.

-
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Ce milieu est ensemencé a partir des tubes positifs du milieu de Rothe. Aprés 24 h a 48 h
d’incubation a 37°C, sont considérés positifs les tubes présentant un trouble bactérien avec
parfois formation d’un culot violet.
v" Le nombre de Streptocoques fécaux est exprimé par le NPP selon la table de Mac
Grady.

11.7.8.Numération des clostridium sulfito-réducteurs (Dellaras, 2000)

Parmi les Clostridium sulfito-réducteurs, C. perfringens occupe une place tres importante. En
effet, ce germe est treés souvent a I’origine de toxi-infections d’origine alimentaire.
On porte aseptiquement 5ml de la solution mere dans 3 tubes. Apres avoir soumit les tubes a
un choc thermique (10min dans un bain marie & 80°C en suite trempage dans un bain froid),
on ajoute 15 ml de gélose viande - foie sulfité (sulfite de sodium) et 4 a 5 goutte d’Alun de
fer. On couvre les tubes avec une couche de vaseline pour empécher I’introduction de
I’oxygene.

Les tubes sont alors incubés a 37°C pendant 24 a 48heures avec une premiére lecture a 16
heures.

Les colonies de Clostridium sulfito-réducteurs, sont des colonies noires d’un diamétre
supérieur a 0,5mm.

11.7.9.Recherche des salmonelles

Il s’agit d’un probléme trés important en microbiologie alimentaire. La transmission
s’effectue par des voies multiples et parfois complexes. Le nombre de germes pouvant
provoquer une maladie infectieuse est parfois tres faible (de 1’ordre de 1 a 50 par 100 g
produit) et dépend de I’espece et du consommateur. La recherche de ces germes s’effectue par
des tests de présence ou d’absence et la norme est de 0 germe par g (AFNOR V 08 013).

La recherche de ces germes s’effectue par un test de présence ou absence suivant la norme
AFNOR V 08 013(Benmokhtar, 2000).
Elle consiste a faire un pré enrichissement, dans un milieu non sélectif mais qui permet le
développement des bactéries, avant de procéder a I’enrichissement et 1’isolement en deux
phases. Le mode opératoire comporte :

% Pre-enrichissement
Le pré enrichissement s’effectue, dans un flacon stérile, en mélangeant 25g de chaire avec
75ml de milieu TSE (Tryptone Sel Eau). L’incubation sera maintenue a 37°C pendant
24heures.

< Enrichissement primaire
Ce dernier consiste a mélanger 10ml de milieu de pré-enrichissement avec 100ml de bouillon
Sélinite-Cystéiné (Flacon SFB supplémentée avec son additif). L’incubation est faite a 37°C
pendant 18 a 24heures. Le contenu du flacon vire en rouge brique en présence de
salmonelles.

-
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% Enrichissement secondaire et isolement
Le bouillon Sélinite-Cystéiné incubé la veille coloré en rouge brique fera 1’objet : d’une part,
d’un enrichissement secondaire sur bouillon Sélinite-Cystéine en tube de 10ml & raison de
0,1ml par tube et d’autre part, d’un isolement sur gélose Hektoen (H1). Dans les deux cas,
I’incubation se fait a 37°C pendant 24h.

11.7.10.Recherche de I’activité gélatinolytique

Les bactéries qui ont une activité protéolytiques forte, produisent en général une gélatinase.
La gélatinase est une protéase qui hydrolyse le collagene en acides aminés ou en peptides.

Cette activité est recherchée par la technique de Frazier (1950) et modifiée par Feuer
(1996)., ce test nous permet de déterminer s’il existe une relation entre cette activité et la
concentration brute en protéines ainsi que la structure de la chair de poisson. Une gélose
nutritive ordinaire est additionnée de 4% de gélatine et répartie en boite de Pétri qui sont
ensuite ensemencées en touche. L’incubation est faite & 30°C.

La présence de zones de lyse confirme la présence de bactéries gélatinolytiques. Elle est mise
en évidence par vaporisation de quelques ml de réactif de Frazier. Un précipité opaque se
produit sauf aux endroits ou la gélatine est hydrolysée.

-
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CHAPITRE Il RESULTATSET DISCUSSION

[1l. Effet de conservation
[11. 2. Résultats de Test de conservation

Dans notre étude les échantillons de la sardine ont été conservés a +4°C, avec I’utilisation de
I’extrait de Romarin a 0, 1% et I’acide citrique a 0.4% comme des agents conservateurs.
111.2.1. Qualité Sensorielle et Organoleptique

Pendant le stockage des prélevements de sardine sont effectués en vue d’une évaluation
sensorielle selon le baréme de cotation de fraicheur du poisson défini par le réglement du
conseil N103/76/CEE afin de prendre en compte I’appréciation de I’altération de la sardine.

L’altération des lipides conduit, ains a une altération des propriétés technologiques et
organoleptiques de la chair de poisson (couleur, odeur, texture), rendant ce dernier impropre a
la consommation.

Afin de limiter ces altérations, on a souvent recours a la conservation par le froid ou a
I’utilisation de divers conservateurs afin d’améliorer la durée de conservation des poissons
tels que: I’extrait de romarin.

Au troisiéme jour de conservation J3 a 4C° la peau commence a se ternir, se dessecher et la
chair perd |égérement son éadticité, la découpe des filets est facile, les mémes observations
pour lelot traité avec I’extrait du romarin plus présence d’une forte odeur du romarin.

Au sixiéme jour J6 quelque soit pour le lot non traité ou traité avec I’extrait de romarin la
peau est desséchée et la chair est molle et pateuse, une pression du doigt laisse un creux dans
la chair. En effet I’odeur percue s’intensifie et devient aigre et rance, les filets se détachent
avec difficulté, il ya toujours présence d’une odeur du romarin mais avec une faible intensité.

Au dixiéme jour J10 de conservation, c’est I’avant dernier prélevement on rapproche plus en
plus a I’altération de notre produit, dans cette étape de changement des propriétés sensorielles
on a observé une peau d’une couleur grise, avec une odeur désagréable, la chair a perdu son
élagticité et son consistance, les petite morceaux du muscle sont trés facile a découpé.

Au douziéme jour J12 dernier jour de conservation pour tous les lots : la sardine est en stade
d’altération, I’odeur est insupportable (odeur ammoniacale), la peau est totalement décolorée
et la chair a perdu complétement son éasticité, les filets se détachent difficilement et une
pression du doigt laisse un creux dans la chair; la sardine est donc impropre a la
consommation.

Cet additif a par ailleurs, un effet sur le go(t et I’odeur de la sardine avec une amélioration
prononcée de ces caractéristiques organol eptiques par le romarin

Et concernant le lot traité par I’acide citrique, nous avons remarqué les évolutions d’altération
organoleptique de la chair de la sardine Sardina pilchardus comme ci-dessous :

Au troisiéme jour de conservation J3 a 4C°pour le lot non traité la peau commence a se
ternir, se dessécher et la chair perd |égerement son éasticité, la découpe des filets est facile, le

>
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méme cheminement est observé concernant le lot traite avec I’acide citrique la peau
commence a perdre sa brillance et la chair devient un peu souple et cireuse mais les filets
sont coupés facilement, I’odeur est neutre.

Au sixiéme jour J6 quelque soit pour le lot non traité ou traité avec I’acide citrique la peau est
desséchée et la chair est molle et pateuse, une pression du doigt laisse un creux dans la chair.
En effet I’odeur percue s’intensifie et devient aigre et rance, les filets se détachent avec
difficulté.

Au douzieme jour J12 dernier jour de conservation pour les deux lots: la sardine est en stade
d’altération, I’odeur est insupportable (odeur ammoniacale), la peau est totalement décolorée
et la chair a perdu complétement son éasticité, les filets se détachent difficilement et une
pression du doigt laisse un creux dans la chair; la sardine est donc impropre a la
consommation.

Les changements des caractéristiques organoleptiques sont présents dans les différents lots
réfrigérés 1l n’y a donc pas d’effet de réfrigération ni de traitement sur la texture et la couleur
par ailleurs, il ya une amélioration d’odeur pour le lot traité avec I’extrait de romarin.

L’altération résultant davantage de la diffusion des bactéries de la cavité abdominales et des
branchies plutét que de celles de la peau, la vitesse d’altération est liée a la nature de ces
bactéries et ala spécificité des matrices.

Le poisson s’altere a des vitesses tres variables. Certains auteurs expliquent ce fait par des
différences dans les propriétés de la surface du poisson. Les peaux des poissons ont des
textures tres différentes.

D’une fagon geénérale nous pouvons conclure d’apres cette analyse sensorielle que :

- I’additif romarin (Rosmarinus officinalis), n’a pas un effet sur I’amélioration de la texture et
de la couleur de la sardine, de méme I’acide citrique n’a pas un effet sur la qualité sensorielle.

[11.2.2.Analyses Physico-chimiques
» Teneur en eau

Nous constatons que les teneurs moyennes en H,O apres 12 jours de conservation a +4C°
pour I’échantillon E5, traité et non traité figure (7) sont respectivement de I’ordre de 69,28.et
68,67 % correspondant a une réduction de 6,42% contre 8,5 % respectivement. Ceci signifie
que I’ajout de I’extrait de romarin a permis une conservation de la teneur en eau d’environ 2
% par rapport au témoin.

]
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Figure(7):Evolution de lateneur en eau en fonction
de ladurée de conservation a+4°C delachair dela
sardine Sardina pilchardus(E5) traitée et non traitée
par I'extrait du romarin.
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Les résultats du suivi de I’évolution de la teneur en eau chez la sardine pour I’échantillon
4traité avec I’acide citrique sont représentés dans la figure (8). Nous constatons que les
teneurs moyennes en H,O apres 12 jours de conservation a +4C° , traité et non traité sont
respectivement de I’ordre de 72,21%et 74 ,41% correspondant a une réduction de 7,2 »%
contre 10,03 % respectivement. Ceci implique que I’addition de I’extrait de romarin a permis
une conservation de la teneur en eau d’environ 3 % par rapport au témoin
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Figure(8): Evolution de lateneur en eau en fonction dela
durée de conservation & +4°C de la chair dela sardine
Sardina pilchardus (E4) traité et non traité par I'acide

citrique.

Quel que soit e stockage atempérature réfrigéré ou bien application de traitement il ya une
bai sse en teneur en eau une faible perte en eau probablement due au fait que les membres
cytoplasmiques du tissu des poissons perdent leur role de barriére. De ce fait, I’accroissement
de la concentration des solutés dans I’espace extracellulaire provoque la sortie de I’eau
(osmose) puis son évaporation (Eymard, 2003). La capacité de rétention de I’eau est liée
également a la capacité des protéines myofibrillaires a conserver leur liaison avec I’'H20
(Savage et al ,1990 ; Bremner, 2002)
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De plus les poissons gras présentent une forte proportion de muscle brun. Or ce dernier peut
rétrécir jusqu’a 52%alors que le muscle blanc ne perd que 15% de sa longueur (Penfield et
Campbell, 1990).

> pH

La valeur de pH dans le lot traité par I’extrait de romarin reste ordinaire qui varie de 7,2 a
8,3,une augmentation significative et considérable méme remarquable d’une fagon continue
au cous du (temps) ou des jours des prélevements est observé dans les deux lots traité et non
traité

D’aprés la figure (9), on remarque que le pH des lots ne cesse d’augmenter durant la
conservation des différents échantillons mais il ya une différence significative entre les lots

traités et non traités.

8,5 -

8 - ® Non Traité
7,5 - Traité RO
H
6,5 -

Temps (jours)

3éme jours 6éme jours 10éme jours 12éme jours

Figure(9):Evolution de taux de pH en fonction dela
durée de conservation a +4°C delachair delasardine
Sardina pilchardus (E5) traitée et non traitée par |'extrait
deromarin.

D’aprés la figure (10) ci-dessous, La vaeur de pH dans le lot traité par I’acide citrique
reste ordinaire qui varie de 7,2 a 8,3, une augmentation significative et continuelle a éé
observée pendant ladurée de conservation dans les deux lots traité et non traité.
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Figure(10): Evolution du taux de pH en fonction de
la durée de conservation a+4°C delachairedela
sardine Sardina pilchardus (E4) traitée et non traitée
par I'acide citrique.

L’augmentation du PH mesurée chez la sardine s’explique probablement par la production de
bases volatiles (NH3 L’ammoniac, la diméthylamine DMA, la triméthylamine TMA) et par
I’accumulation de peptides et d’amines dans le muscle (EL Marrakchi et al. 1990).

Un pH proche de 7,0 favorise le développement bactérien et augmente I’activité enzymatique.
Un pH moyen supérieur a 7,5 indique pour la plupart des especes, un poisson devient
inconsommable (Soudan et al, 1965).Cependant, les variations sont telles que I’exploitation
de ce parametre n’est pas généralisé pour suivre I’altération du poisson.

D’apres la FAO (1988), le pH final d’un produit post mortem est plus élevé, ce qui rend la
chair plus vulnérable a I’attaque microbienne. De cela on peut dire que la réfrigération plus
un conservateur est une méthode de conservation meilleure que laréfrigération seule.

> Matiereminéral

Au cours de la conservation de la sardine traitée par I’extrait de romarin(figll), lateneur de
la matiere minérale varie de 2.9a 5,3% par rapport aux valeurs de lot témoin non traité qui
augmente avec ladurée de conservation et varie de maniére significative de 3,0a6,7.

&
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Figure(11): Evolution de lateneur de lamatiere minérale

en fonction de la durée de conservation a +4°C dela chair
de la sardine Sardine pilchardus (E5)traitée et non traitée
par I'extrait du romarin

Au cours de la conservation de la sardine traitée par I’acide citrique, la teneur en matiére
minérale varie de 3,2 ajo a4, 9 g/100g a ji» comparativement du lot non traité de 3,65¢g
jusqu’a 6,88 g/100g.fig.12
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Figure(12):Evolution de lateneur en matiére minérale en
fonction de la durée de conservation a+4°C de lachair de
lasardine Sardina pilchardus (E4) traitée et non traitée
par I'acide citrique.

Une augmentation des teneurs en matiere minéral implique automatiquement une baisse en
matiere organigue conduisant a une diminution de la qualité du produit.

» Matiéreorganique

Au vu des résultats concernant laMO, on peut remarquer que les valeurs augmentent au cours
de la conservation pour I'ensemble des lots traités par I’extrait de romarin ou non traité restent
largement en deca des normes fixées par les organismes internationaux. Par conséquent, ce
conservateur est déclaré de bonne efficacité.fig.13

v




CHAPITRE I

RESULTATSET DISCUSSION

22,5
22
21,5
21
20,5
20
19,5
19

MO(%)

18,5 -

®m Non Traité
TraitéRO

3éme
jours

Figure(13):Evolution de lateneur de lamatiére
organique en fonction de la durée de conservation a +4°C
delachaire de la sardine Sardina plichardus (E5) traitée
et non traitée par I'extrait du romarin.
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De méme on peut remarquer que les valeurs de la MO augmentent au cours de la conservation
pour I'ensemble des lots traités par I’acide citrique ou non traité.

21

20

19

MO(%)

18

17

16

= Non Traité

Traité AC

3éme
jours

Figure (14): Evolution de lateneur en matiere organique

en fonction de la durée de conservation a+4°C de lachair
de la sardine Sardina pilchardus (E4) traitée et non traitée
par I'acide citrique.
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[11.2.3.Parametres d’altération et effet de conservateur

[11.2.3.1.Analyses Biochimiques

» Dosage des Protéines

Au cours da la durée de conservation a +4 °C de la chair non traitée de Sardina pilchardus,
nous avons remarque une |égere diminution de la teneur en protéines par rapport a To mais qui
reste non significative.
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La chair traitée par I’extrait de romarin a montré une stabilité relative dans la teneur en
protéines avec une différence non significative entre les différents prélévements traités et non
traités (fig.15).
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Figure (15) : Evolution de lateneur en protéines en fonction de
ladurée de conservation a+4 °C delachair de Sardina
pilchardus (E5 )traitée et non traitée par I’extrait du romarin.

Concernant I’échantillon E4, la teneur en protéines a toavait une valeur de 134,19+40,03;
unediminution aété enregistrée danslelot traité et non traité apartir du j6 avec une
différence non significative entre 3, j6 et j12. Le lot traité a accusé une décroissance
significative entre jO et j6, une légére augmentation aj12 a été également enregistrée mais
qui reste non significative par rapport a6 fig. (16).
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Figure (16) : Evolution de lateneur en protéines en fonction de la
durée de conservation a+4 °C delachair de Sardina pilchardus
(E4)traitée et non traitée par I’acide citrique.
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On observe une diminution de la qualité biochimique et des réserves énergétiques traduite par
la décroissance des teneurs en protéines mesurées le long de la durée de conservation et ceci
par les principales voies d’altération de la chair L’hydrolyse et I’oxydation. La stabilité du
muscle vis-avis de I’oxydation dépend de la localisation, de la composition, de la
concentration et de la réactivité de trois facteurs: les substrats et les catalyseurs de
I’oxydation évaluée dans notre étude par le dosage de la catalase et les antioxydants telle que
I’acide citrique et les extraits des plantes (Decker et Xu, 1998). Par ailleurs, nous avons
constaté que I’utilisation de I’extrait du romarin comme conservateur de la chair de sardine a
4°C a donné un meilleur résultat par rapport a la stabilité de la teneur en protéine, en
comparai son avec le conservateur fréguemment utilisé, I’acide citrique.

> Dosage de catalase

Durant la période de conservation de la sardine sardina pilchardus par I’extrait de
romarin, une baisse remarquable et tres significative de I’activité catalytique de I’enzyme
antioxydante Catalase a partir de j6 (14.74+4,87U1/mg). Par contre le ot témoin a accuse une
augmentation importante de I’activité de catalase pendant toute la période de conservation
(entre 145,22+16,20U1/mg et (107,87+18,12U1/mg) par rapport aty (34,67+3,49 Ul/mg).

Ces résultats montrent I’existence d’un stress oxydant au niveau de la sardine aj3 qui
pourra étre lié entre autres a une atération causée par la lipolyse et la neutralisation des
radicaux libres. L’extrait du romarin semble avoir un effet ralentisseur par rapport a I’activité
delacataase.
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Figure (17) : Evolution de lateneur en catalase en
fonction de la durée de conservation a+4 °C delachair
de Sardina pilchardus (E5 )traitée et non traitée par
I’extrait du romarin
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Le suivi la variation de I’activité catalase au niveau de la chair de sardine au cours de
I’expérimentation par I’acide citrique a révélé un effet inhibiteur significatif de celui-ci ou
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les valeurs mesurées au dernier jour sont proche des valeurs initiales a jO, on ne relevait une
trésfaible activité dela CAT durant tout la période de conservation. (fig.18)
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Figure(18): Evolution de I'activté de la catalase en
fonction de ladurée de consrvation a+4°C delachair de
lasardine Sardina pilchardus (E4) traitée et non traité par

I'acide citrique.

Il est admis que les inductions CAT sont proportionnelles a la formation des radicaux
libres issus de I’oxydation des lipides de la paroi cellulaire suite a la dénaturation de la chair
des produits de la mer. La catalase est un composant antioxydant primaire de la défense. Elle
élimine |le peroxyde d'hydrogene, espéece réactive non-radicale de I'oxygene, qui peut pénétrer
par toutes les membranes biologiques et directement inactiver quelques enzymes. Cette
activité pourra étre induite en fonction de plusieurs parameétres, notamment I’espece, la nature
ou la concentration du contaminant ( Regoli, 2006).

Ces modifications concernent les fractions lipidiques et protéiques du poisson. Les principales
transformations de la fraction grasse concernent la lipolyse et I’oxydation susceptibles de
provoquer une aversion pour le consommateur. ( Simeonido et al, 1997). La chair de poisson
riche en acides gras poly insaturés est trés sensible aux phénoménes d'autoxydation (ou
encore peroxydation). Les réserves lipidiques des poissons varient dans les tissus selon 1'age,
I'état physiologique, la saison et I'espéce. Ces dépbts lipidiques sont directement impliqués
dans la stabilité post-mortem de la chair telle que la peroxydation des lipides (Stéphan et al.,
1995).
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> Dosage de protéase
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Fi gure(19) EvoI ution de I activité de protease en fonction
de ladurée de conervation a+4°C delachair dela
sardine Sardina pilchardus (E5) traitée ou non traitée par
I'extrait de romarin.

Le suivi de I’activité de I’enzyme protéase pendant la durée de conservation a montré une
diminution pour les préévements j6 et j10 de lot traité par I’extrait de romarin suivi par une
reprise de I’activité protéolytique a j12 et aucune différence significative n’a été enregistrée
entre les deux lotstraités et ttmoin ajO et aj3.

L’activité de la protéase est plus au moins stable, pas d’altération protéolytique confirmée
en ce référant aux dosages des protéines.

Dans un travail antérieur sur I’utilisation des biomarqueurs de stress comme indicateur de la
gualité de la sardine dans le méme laboratoire, il a été démontré que I’organe responsable de
I’altération protéolytique est I’intestin ou I’éclatement de I’abdomen qui est a I’origine a la
libération des enzymes d’altération pour la chair des produits de la péche. (Naili et Naili,
2015),

Concernant I’echantillon E4 traité par I’acide citrique et d’aprés la figure (20), on observe une
legere élévation de I’activité enzymatique de la protéase a j3 dans le lot traite, par la suite,
I’enzyme protéase a montré une diminution progressive de son activité a j6 jusqu’a j12. Par
ailleurs, I’activité de la protéase mesurée du lot non traité a suivi la méme évolution sauf avec
des teneurs plus élevées. Ainsi, I’acide citrique semble avoir un effet inhibiteur sur les
protéases.

&
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Figure(20): Evolution de I'activité de protéase en
fonction de la durée de conservation a+4°C de la chair
de la sardine Sardina pilchardus (E4) traitée ou non
traitée par |'acide citrique.

Les principales protéases, les enzymes lysosomales, les calpaine et les cathépsines D
(Hurley et al., 2000) jouent un role important dans I’évolution dans la qualité post-mortem du
ppoisson.

L’effet des enzymes protéolytique dans la chair de poisson contribue a dégrader les tissus
conduisant au ramollissement d muscle. L’activité des ces enzymes est contrdlée par les
inhibiteurs spécifiques et endogenes, par les cofacteurs, par le pH et la température de
I’environnement. De plus I’activité protéolytique varie énormément selon les espéces, le sexe,
la saison de péche, lamaturité sexuelle et d’autres variable (Jiang, 2000).

[11.2.4.Analyses Toxicologiques

L'augmentation de la teneur en lipides dans les aliments entraine une augmentation des

lipides de la chair en relation avec une diminution de la teneur en eau en particulier chez les
espéces stockant une proportion importante de lipides dans le muscle (Watanabe, 1982).
La dégradation de la chair (également lors de la conservation) peut étre évaluée par le degré
d'oxydation des lipides mesuré par la quantité de composés carbonylés sensibles a I'acide
thiobarbiturique (SRA TB, Substances Réagissant avec I'Acide ThioBarbiturique) ou encore
par lamesure et |e classement des composés volatils (Olafsdottir et Fleurence, 1997).
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» Dosage de I’azote basique volatil total(ABVT)
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Figure(21):Evolution de lateneur en ABVT en fonction
de ladurée de conservation a +4°C de lachair dela
sardine Sardina pilchardus (E5) traitée et non traitée par
I'extrait du romarin.

Les résultats du suivi de I’évolution de la teneur en ABVT dans la sardine conservée par
I’extrait de romarin, et a 4°C (fig.21), Une augmentation progressive a été observé a partir du
j10 dans le lot traité et non traité. Cette teneur atteint une valeur maximale de 12,6 mg/100g.
Dansla chair de la sardine traitée par contre elle atteint 21,00 mg/100g d’ou I’effet bénéfique
delaconservation par I’extrait du romarin dans la qualité organoleptique de la sardine.

Les sources de variation de lateneur en ABVT sont multiples et agissent a différents niveaux.
Certains facteurs influent sur la quantité de précurseurs des amines volatiles (notamment sur
I’oxyde de triméthylamine OTMA) initialement présents tandis que d’autres influencent la
réaction de formation de ces amines.

Les valeurs maximales dABVT relevées, durant le cycle de conservation, restent cependant
en dessous des limites de rejet.

L’augmentation de I’ABVT peut étre corrélée positivement a I’augmentation du pH qui a
dépasse lavaeur de 8 apartir 10éme jours.

Toutefois, I’ajout d’un antioxydant peut offrir une protection suffisante. Vu les valeurs
élevées de I’ABVT des témoins par rapport aux échantillons traités avec I’extrait de romarin.
Sanchez-Escalante et al. (2001) ont signalé I’effet protecteur des extraits de romarin sur
I’oxydation des lipides des produits d’origine animale.

Effet de I’acide citrique

De méme, I’acide citrique a diminué les taux de I’ABVT en comparaissant de témoin de
I’échantillon 4 de environ 1/3 ou la valeur maximale ne dépassant pas 14 mg/n comparaison
qui atteint 21mg/100g.
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Les valeurs maximales dABVT relevées, durant le cycle de conservation, restent cependant
en dessous des limites de rejet, L’ABVT a peu évolué durant le stockage, il a été
principalement formé par la désamination d'acides aminés.
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Figure(22):Evolution de lateneur en ABVT en fonction
de ladurée de conservation a+4°C delachair dela
sardine Sardina pilchardus (E4) traitée ou non traitée par
I'acide citrique.

» Dosage de I’histamine

D’aprés les résultats obtenus sur le dosage de la teneur en histamine, et sous I’effet de
I’extrait de romarin (figure23) nous avons constaté la production de I’histamine dans la chair
de sardine et I’augmentation de sa teneur de maniére continue pendant la période de
conservation de mg/g Oajo jusqu’a 56,65 mg/g ajio.

L’ajout du romarin a entrainé une diminution des taux de I’histamine au cours de la
conservation a 4°C ou la valeur maximale a ji» n’a pas dépassé 29 mg/g. Cependant ces
valeurs indiquent que la sardine est atérée et devenue impropre ala consommation.
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Figure(23): Evolution de lateneur en histamine en
fonction de la durée de conservation a+4°C de lachair de
lasardine Sardina pilchardus (E5) traitée et non traitée
par I'extrait du romarin.

Les amines biogéne I’histamine proviennent essentiellement de la décarboxylation de
I’histidine par des enzymes microbiennes (Santos, 1996; Bonnin-Jusserand, 2011;
FAO/OMC, 2011). Ces molécules sont considérées comme des traceurs de la dégradation des
protéines, et traduisent la fraicheur des aliments. (Chaabouni, 2011).

La formation d’amines dépend des conditions du milieu (Bach, 2011). La température
idéale est comprise entre 26 et 37°C. Le pH optimal pour les bactéries est situé dans un milieu
acide, |égérement acide a basique pour les tissus (Bonnin-Jusserand, 2011).

L’histamine est produite, plus particulierement, dans les muscles des poissons qui
contiennent des taux d’histidine naturellement élevés, notamment les scombridés et certains
clupéidés (dont la sardine commune Sardina pilchardus). Au niveau Européen, C’est le
réglement CE n°2073/2005 du 15 novembre 2005 concernant les criteres microbiologiques
applicables aux denrées alimentaires qui définit les limites de concentration a ne pas dépasser
pour I’histamine. la teneur moyenne ne doit pas dépasser 200mg d’histamine/kg ou :

Deux échantillons peuvent dépasser 200mgd’histamine /kg sans atteindre 400mg/kg.
Aucun échantillon ne doit dépasser 400mg d’histamine/kg.
Qualité non satisfaisante : si au moins un des trois criteres précédents n’est pas rempli.

Les normes du Codex Alimentarius ont une approche différente et fixent deux seuils:
-le premier est un seuil de qualité, indicateur d’altération du produit =100mg/kg.
-le second est un critére de santé publique qui ne doit pas étre dépassé=200mg/kg.

Les amines biogenes sont des substances physiologiquement actives qui exercent une
fonction importante dans le corps, mais qui peuvent aussi, a hautes doses, avoir des effets
nuisbles pour la santé voire toxiques (Bach, 2011; Chabouni, 2011).
Toutes ces molécules sont toxiques a des degrés divers et sont la deuxieme cause
d’intoxications alimentaires en Europe (Bonnin-Jusserand, 2011),
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L’histamine peut étre considérée toxique, Le seuil de tolérance pour I’histamine est
d’environ 100 mg/kg, les écarts pouvant étre tres importants selon les personnes. C’est
pourquoi on différencie entre intolérance a I’histamine et intoxications graves a I’histamine
par rapport aux problemes de santé engendrés: Intolérance a I’histamine (Duflos, 2009 ;
Shalaby, 1996).
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Figure(24):Evolution de lateneur en histamine en
fonction de la durée de conservation a+4°C dela chair de
lasardine Sardina pilchardus (E4) traitée ou non traitée

par I'acide citrique.

» Dosage de Fer heminique

Lafigure (25) ci dessous présente lavariation des teneures de Fer en fonction de ladurée de
conservation &+ 4C° pour I’échantillon 5.
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Figure(25): Evolution de lateneur en Fer en fonction de
la durée de conservationa +4°C de lachair de lasardine
Sardina pilchardus (E5) traitée et non traitée par |'extrait
du romarin.
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Les résultats obtenus par ce dosage ont montré une augmentation remarquable non traité 0,33
au jq et traité 0,30.

D’apres la figure (26) nous remarquons qu’il ya une augmentation continuelle au cours de la
période de conservation pour le lot traité et non traité respectivement de I’ordre I’ordre 0 ,69 a
0,71 et entre 0,16 et 0 ,88.
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c
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3] 6j 12j
figure(ZG):JEVOI ution de IatJeneur en Feren %onction dela
durée de conservation a+4°C delachair de lasardine
Sardina pilchardus (E4) traitée et non traitée par I'acide

citrique.

L’augmentation de lateneur en fer traduit la détérioration de la qualité de la chair.
[11.2.5.Analyses Bactériologiques
Les échantillons de conservations :

» Laflorepsychrophile
L’ensemble des résultats des échantillons qui ont subit une conservation quel que soit
le conservateur I’acide citrique ou bien I’extrait de romarin obtenu & une température
de réfrigération a 4C° montrent une absence totale de la flore psychrophile pour la
chair delasardine.
» Lafloreaérobie mésophiletotale: présence de laflore aérobie mésophiles totale
FAMT de lasardine conservée a 4C°
Tableau (9) : résultats de la lyse bactérienne dans les différents échantillons en
fonction du temps de conservation sur milieu Gélose-Géatine.

Géose-Gélatine Gélose-Gélatine
Jours Témoin E5 |Traité RO |Témoin E4 |Traité RO
3% Absence absence absence Absence
6™ Absence absence Présence Absence
10" présence absence - -
12°m¢ présence absence présence Présence
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Absence=pas de lyse bactérienne, présence=y ade lyse bactérienne

D’apres les résultats qu’on a obtenus sur I’application de la gélatine sur la gelose nutritive on
a observé la présence de lyse bactérienne surtout chez le lot témoin non traité a 30 °C au 6
eme jour de conservation.

Par ailleurs, une absence totale de la lyse bactérienne a été constatée chez la sardine traitée
par I’acide citrique pendant toute la durée de conservation.

Chez la sardine traitée par I’extrait de romarin a également donné le méme résultat,
absence de lyse bactérienne au cours jusqu’au dernier prél évement.

&



CONCLUSION

Conclusion

Dans cette d’étude, nous avons traité des informations importantes sur I’évolution des
parametres sensorielles, physicochimiques, microbiologiques, biochimiques et toxicologiques
intervenant lors de la conservation de la sardine (sardina pilchardus) a +4°C pendant une
durée de 12 jours.

Le poisson est un systeme dynamique dans lequel des changements dans le pH, la
composition nutritive et la microflore se produisent au fil du temps. La croissance et le
métabolisme de microorganismes sont les ééments impliqués dans la manifestation de
I’altération sensorielle du produit, le rendant peu convenable pour la consommation humaine.

L’installation de microorganismes accélere la dégradation du poisson et Les conditions de
manutention post-mortem influencent directement la fraicheur du produit (Burgueno, 2000).
Les modifications sensorielles affectent I’apparence, la texture, I’odeur et la flaveur (Adolphe,
2006). Ces derniéres s’installent trés rapidement aprés la rigor-mortis.

Notre étude a éé menée sur une sardine capturée dans la baie de Bousmail dont la fraicheur a
été vérifiée. Une note de 1,5 a été obtenue lors de I’évaluation organoleptique des échantillons
de sardines acheminés au laboratoire dans des glacieres. En outre, les anayses
physicochimiques (teneur en eau, pH, matiéres minérale et organique) ont donné des résultats
acceptables et conformes aux normes de JORA (1998).

Le suivi de I’évolution de I’altération de la sardine conservée a 4°C a révélé que :

= L’activité des protéases est plus au moins stable dans la chair de la sardine, elle n’est
pas responsable de I’activité protéolytique.

= L’estimation de la flore des mésophiles aérobies totaux et les coliformes totaux et
fécaux nous renseignent sur I’état hygiénique de I’échantillon. La recherche de germes
pathogenes dans nos échantillons nous a revélé leur absence totale correspondant a
une bonne qualité microbiol ogique.

= L’ajout des conservateurs a provoqué un ralentissement de la dégradation autolytique,
de I'nydrolyse, de la production de I’histamine, la modification du profil protéique et
I’altération microbiologique.

= Laproduction de I’histamine a été évoluée durant la période de conservation de facon
continue. En effet, I'histamine n’est produite qu'a partir du systéme enzymatique de
microorganismes par la décarboxylation des acides aminés libres précurseurs.

= |es valeurs maximales de I’Azote basique volatil total enregistrées était de I’ordre de
21mg/100g au 12°™ jour mais elles restent cependant, en dessous des limites de rejet.
une augmentation (entre 145,22+16,20Ul1/mg et (107,87+18,12Ul/mg) qui est
proportionnelles a la formation des radicaux libres issus de I’oxydation des lipides de
laparoi cellulaire suite a la dénaturation de la chaire des produits de la mer, de méme

lateneur en fer augmente jusqu’a0,3 au 12émejour.

-,




CONCLUSION

D’apres ces résultats, nous pouvons conclure que :

= La sardine réfrigérée conserve une meilleure qualité organoleptique et nutritionnelle
lorsqu’elle est conservee ététée et éviscéree par I’addition des conservateurs chimiques
ou naturels comme I’extrait des plantes utilisées dansles plats culinaires.

» Les amines biogénes, sont des indicateurs de la présence de bactéries atérantes
productrices dH2S, TMA et ammoniac. En conséquence, elles peuvent étre utilisées
dans certains cas comme indicateurs de la qualité.

= Et que I’extrait de romarin semble étre plus approprié comme agent naturel dans la
préservation de la qualité des produits de la peche. Cependant L’utilisation de I’acide
citrique a un effet inhibiteur pour I’activité de I’enzyme antioxydant, la catalase.

Il serait intéressant de continuer ces travaux notamment sur :
= Application d’autres agents conservateurs tels que I’acide ascorbique, le thym,
I’origan et lelaurier.
= || est trés souhaitable que cette éude soit faite en appliquant les conservateurs a des
concentrations croissantes durant le stockage.

=



ANNEXES

ANNEXE 1

Matériel du laboratoire

A\

Glaciére
Réfrigérateur
Etuve

Four amufle
Didtillateur

pH métre
Mixeur

Bain marie
Spectrophotométre
Centrifugeuse
Boite de pétrie
Pipette
Malaxeur Blider

Trousse de dissection

Une balance de précision

Verrerie (fioles, entonnoirs, des béchers)
Papier filtre
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Baréme de cotation chiffré
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ANNEXES

ANNEXE 2

Réactif de Lowry A

Réactif deLowry B

.
CUSO4, BH20 .o 5g

A

TatratedeNA etk .......................... 109

Réactif de Lowry

[ 50ml de Lowry A+ 1ml de Lowry B] = mélangé lejour de manipulation

Dosage des protéines
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Préparation du Réactif de I’histamine : p-phenyldiazonium sulfonate

1. Acidesulfanilique 0,5ml —  réfrigération pendant 5 minutes
2. Sodium nitrite 2 ml — réfrigération pendant 5 minutes
3. Compléter avec I’eau distillee a16, 6ml —» réfrigérations pendant 15 minutes

Lapréparation du réactif est au jour de manipulation

Dosage de I’histamine
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Manipulation microbiologie
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Pesé de I’échantillon

Centrifugeuse

Agitateur

Etuve
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Bain marie

M alaxeur

Extraction du romarin par hydrodistillation

Réfrigérant et chauffe Ballon
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Four a moufle

Echantillon aprés calcination
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Sardinefraicheentiére

Sardine conser vée éviscér ée
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Présentation du site d’échantillonnage

LaBaie de Bou Ismail, anciennement appelée Castiglione, est I'une des plus importante
baie de |a cote algérienne car €lle abrite plusieurs ports d'importance économique notamment
le port de Bou Haroun. Elle est située dans |la partie centrale du littoral algérien, a50 km a
I'Ouest d'Alger dans lawilaya de Tipaza, entre 2°25' al'Ouest et a2°55' al'Est.

Labaie est limitée par |a pointe de Cap Caxine (Ras Acrata) al'Est de Sidi-Fred], et par le
Mont Chenoua al'Ouest, par laplaine de laMitidja au Sud et lamer méditerranéenne au
Nord. L'ouverture de labaie de Bou-Ismail est d'environ 40 Km, et Soriente du Sud-ouest a
Nord-Est. Cette baie couvre une surface de I'ordre de 350 Km?. (Braik, 1989, in Haddouche,
2003). Labaie est le réceptacle d'oueds arégimeirrégulier : Mazafran, Nador et Béni-
messous. (K haouni, 2003).

=1 = nl.ﬁ'i'“

Boaie de Bow Isrroif

CSeeeler

Figure: Situation géographique de la baie de Bou Ismail (Google Earth, 2009)
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Tableau :Table NPP a 3 tubes, sources IFREMER
Nombre le plus probable de microorganismes dans g de chaire de sardine.

Nombrele
Nombre de tubes positifs Plus Catégorie Limites de confiance
probable
NPP

1ml 0,1ml 0,01ml 95% 99%

0 0 0 <90

0 0 1 90 3 3 285 0 420

0 1 0 90 2 3 300 0 480

0 1 1 0

0 2 0 186 3 36 510 15 750

0 3 0 0

1 0 0 108 1 6 510 3 750

1 0 1 216 2 36 510 15 750

1 0 2 0

1 1 0 222 1 39 600 18 810

1 1 1 330 3 105 1050 54 1380
1 2 0 330 2 108 1050 57 1380
1 2 1 450 3 135 1140 72 1560
1 3 0 480 3 135 1140 72 1560
2 0 0 276 1 45 1050 21 1380
2 0 1 420 2 108 1050 57 1380
2 0 2 0

2 1 0 450 1 111 1140 60 1560
2 1 1 600 2 135 1140 72 1560
2 1 2 0

2 2 0 630 1 135 1200 72 1660
2 2 1 840 3 261 2820 153 4260
2 2 2 0

2 3 0 870 3 251 2820 75 4250
2 3 1 0

3 0 0 690 1 138 2820 75 4250
3 0 1 1140 1 264 3120 156 4710
3 0 2 1920 3 480 5430 300 7500
3 0 3 0

3 1 0 1290 1 273 5430 159 7500
3 1 1 2250 1 510 5970 330 8100
3 1 2 3600 3 1050 10800 630 13200
3 1 3

3 2 0 2790 1 540 10800 360 12900
3 2 1 4500 1 1050 11400 660 15600
3 2 2 6300 2 1050 12000 750 16600
3 2 3 8700 3 2700 29700 1380 | 45600
3 3 0 7200 1 1080 29700 780 45600
3 3 1 13800 1 2730 59400 1410 | 84000
3 3 2 33000 1 5460 121500 | 3420 | 171000
3 3 3 >72000




ANNEXES




Synthése bibliographique



Matériels et méthodes



Résultats et discussion



Conclusion



Références bibliographiques



Annexes
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CHAPITRIII
RESULTATSET DISCUSSION
[11.1.Qualité dela sardinefraiche
I11.1.1. Qualité Sensorielle et Organoleptique

L’ appréciation de la fraicheur de la sardine a été faite selon le bareme de cotation de la
fraicheur défini par le reglement du conseil de N° 103/76/CEE (voir en annexel)

L’analyse sensorielles des caractéres organoleptiques de la sardine fraiche a permis de
relever qu’a I’arrivée au laboratoire au temps (To), la sardine est caractérisée par une peau
pigmentée et brillante, I’eil est convexe, une pupille noire, des branchies de couleur rouge,
une chair brillante, lisse, corps ferme qui revient a son éat initia apres une pression du doigt
et une odeur spécifique d’algues marines. Apres éviscération du poisson, les viscéres sont
intacts et bien distinctes et la colonne vertébrale est solidement rattachée a la chair. Ce qui
donne une moyenne de cotation de 0.57exprimant la qualité extra de la sardine acheminée au
|aboratoire dans des bonnes conditions. Tableau(4)

Tableau (4) : Cotation des caractéres observés de la sardine arrivée au laboratoire selon la
norme N° 103/76/CEE en se basant sur une échelle (voir annexe 1)

Caractéres observées Cotation
Peau Mucus transparente, 1
Couleur irisée
&Eil Convexe 0
Branchies Colorée brillante pas de 1
mucus
Chair Ferme, lisse et brillante 0
Odeur Spécifique 1
Colonnevertébrale Nettement adhérente 0
Paroi abdominale Intacte 1
Moyenne 0.57

[11.1. 2. Résultats des parameétres physico-chimiques

Tableau (5) : résultats des analyses physico-chimique de la sardine a I’état frais en fonction
des lots réceptionnés au laboratoire.

Echantillons| %0H20 % MM %MO pH
E1l 77,78 4,405 17,72 7,682
E2 76,32 3,912 18,021 7,774
E3 78,44 2,323 19,239 7,75
E4 77,73 6,847 21,6461 (7,344
E5 75,38 2,37 25,90 7,57
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La teneur en eau peut constituer un indice pratique dans I’évaluation de la fraicheur d’un
produit donné. Dans la présente étude, les |ots de sardine arrivés au laboratoire contiennent en
moyen entre 78.44 et 75.38 (tableau5). La composition globale dans la plupart des poissons
est principalement de I’eau, des protéines et des lipides ; I’eau représente, généralement de 70
a 80% de la matiéere fraiche (IFremer, 1991 ; Eymard, 2003). Ces résultats se concordent avec
ceux obtenues par Eymard, (2003). La teneur moyenne pour I’ensemble des échantillons
traites est de77, 56. Cette valeur trouvée est un bon indice de fraicheur pour I’ensemble de nos
échantillons.

Par ailleurs, dans les mémes lots les valeurs de la matiere minérale enregistrées ont été
comprises entre 2,323 (min) et 6,847 (max) et les valeurs de la matiere organiques releveées
sont comprises entre 17, 72 (min) et 25, 90 (max). Chez le poisson frais la matiére minérale
fait partie des constituants mineurs, sa teneur varie entre 1,3 et 2,5 % de la composition
musculaire de la chair et la matiére organique représente la fraction des réserves énergétiques
notamment les protéines et les lipides (IFremer, 1991).

Le pH moyen de nos produits frais est d’une valeur maximale de 7,774 et une vaeur
minimale de 7,344. Le pH de I’ensemble des lots du produit frais analysé est presgue
identique et ne dépasse pas la valeur du pH préconisée pour les produits de la mer peu acide
variant entre 5,4 et 7,2. La considération de I’espece, la saison et la zone capturée les
valeurs observées dans les |ots peut justifier (Love, 1980).

[11.1.3. Qualité Microbiologique

Le dénombrement des germes recherchés dans la chair de la sardine (sardina pilchardus)
sont présentés dans le tableau (6) suivant :

Tableau(6) : résultats du contréle bactériologique de la sardine fraiche provenant du port de
Bouharoun.

Echantillons E4 E5 Norme
JORA(1999)

LevuresUFC 310 325 '<'3FO’(\)'
Moisissures UFC 230 192 <300
Flor e aér obie mésophile 2550 | 2659 | 10°
Coliformes totaux absence | absence | 10°
Coliformes fécaux absence | absence | 10

E- coli absence | absence | <230
Streptocoques absence | absence | 10°
Salmonelles absence | absence | Absence
Clostridium sulfito-réducteurs | ghsence | absence | Absence
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« Flore aérobie mésophile: Le dénombrement de la Flore Aérobie Mésophile Totale
(FAMT) dans les produits de la mer n’est pas un indicateur de la qualité de ces derniers.
Cependant, il peut donner une indication des risques d’altération. Ainsi il a été démontré que
les produits de la péche avec un taux de Flore Aérobie M ésophile Totale supérieur & 10° ufc/g
sont susceptibles d’étre a un stade inacceptable du point de vue microbiologique et peuvent
étre considérés comme impropres ala consommation humaine (Gram et al., 2000).

+ Larecherche des coliformes totaux et fécaux mit en évidence des teneurs inférieures
alanorme (10°, 4 UFC/ml respectivement) préconisée par JORA (1999).

% Streptocoque fécaux : les résultats des échantillons du présent travail montrent une
absence de ces germes. La valeur recommandée par JORA N° 35 27 mai est de 10° par 100g
de chair, de cefait notre sardine fraiche est conforme alanorme.

% Une absence de Clostridium et Salmonella: dans tous les échantillons, a éé
eégalement observée. De ce fait, la sardine analysée est jugée conformes aux normes
recommandees (tableau),

« Lewure et moisissure: une présence non significative de levure (310 pour
I’échantillon E4 et 325 pour E5) et de moisissures (230 pour I’échantillon E4 et 129 pour E5)
a été enregistrée.

De point de vue hygiénique, les résultats microbiologiques pouvant qualifier les
échantillons de sardine collectés comme produit salubre et propre ala consommation.

[11.1.4. Résultats des analyses Biochimiques

Les résultats des dosages biochimiques des teneurs en proténes et les activités enzymatiques
de la catalase et de la protéase dans la chair des sardines analysées sont cosignés dans le
tableau(7) ci-dessous,

Tableau (7) : Vaeurs moyennes des teneurs de catalase, protéase et en proténes dans la chair
des lots de sardine fraiche réceptionnés au laboratoire.

E3 E4 E5
Proténes (mg/g de 109,605 + 15,0824 | 134,197 + 40.031
Chajre) 127.736 £ 13,443
Catalase (U/ml) 6.665 + 0 13,088 + 1.338 34,67 + 3.487
~ ", 7 + +
Prot?ase (Unités/mg 7.913+ 2.078 11,955 + 3,464 8,883 + 0,616
proténes)

Selon la méthode développée par Lowry et al., (1951), la chair de la sardine fraiche
contient des teneurs en protéine solubles oscillant entre 3109,6051 + 15,08242 mg/g et
134,198 + 40.031 mg/g mais nous remarquons une augmentation non significative de ce
dernier chez les deux lots dalasardine E4 et E5 conservés par I’acide citrique et I’extrait de
romarin respectivement.




GHAPITREIII RESULTATSET DISCUSSION

La qualité de la chair se définit comme I'ensemble des propriétés et caractéristiques
morphologiques, histologiques, biochimiques, rhéologiques et de la composition biochimique
qui conditionnent les qualités organoleptiques et nutritionnelles du produit percues par le
consommateur. Les évolutions post-mortem du poisson conduisent a des changements
d'odeur, d'arbme et de texture (Regenstein, 1996).

Les notions importantes en termes de qualité sont celles d'un aliment sain et d'un état de
fraicheur du poisson. Les premiers changements survenant sont dus aux enzymes tissulaires et
digestives et a I’oxydation des lipides, c’est ensuite le développement bactérien qui est le
responsable de la dégradation et de la diminution de la qualité des produits de la mer.
L’altération met en jeu un ensemble de processus microbiologiques, chimiques et physiques.

L activité des protéases est plus au moins est stable, pas d’altération protéolytique,
résultat confirmé par |la mesure des protéines.

[11.1.5. Résultats des analyses toxicologiques

A I’issu des résultats du tableau on constate que la teneur moyenne en ABVT ne dépasse
pas 4mg /100gde chair pour I’ensemble des échantillons traités. De point de vue normatif les
échantillons sont conformes ala norme JORA (inferieur & 20/100g (park et al 1996).

Tableau(8) : résultats du contréle toxicologiques de la chair de sardine fraiche réceptionnés

au laboratoire.
E4 E5
Histamine |0 0
Fer 0,05430 0,04996
ABVT 2.8 2,94

R/

% L’azote basique volatil total est un critéere utiliseé pour évaluer I’altération des
produits de la mer. Il se traduit par I’odeur ammoniacale susceptible de se dégager d’un
produit donné. L’ammoniac, les ditriméthylamine ains que les amines résultant de la
dégradation des protéines constituent I’ensemble de I’ABVT (Knockaertet al, 2009).

D'une maniere générale, I'éat de fraicheur des poissons frais, réfrigérés est satisfaisant
lorsque lateneur en ABVT est inférieure a 25-30 mg/100g chair.

% Lateneur moyenne en histamine dans le muscle de la sardine est de I’ordre de 0 mg/100
g de muscle.

Ces résultats confirment que la sardine étudiée est fraiche et qu’elle a été acheminée au
laboratoire dans de bonnes conditions. La formation d’amines biogéne dépend des conditions
du milieu (Bach, 2011). La température idéale est comprise entre 26 et 37°C. Le pH optimal
pour les bactéries est situé dans un milieu acide, Iégérement acide a basique pour les tissus
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(Bonnin-Jusserand, 2011). En outre, L’étude de la formation des amines biogénes dans le
poisson en fonction de la charge bactérienne a montré que la flore bactérienne joue un réle
important dans la production des amines biogenes, surtout de I’histamine (Rachidi, 1997).
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