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Résumé
L’objectif de ce travail de these s’inscrit d’'une part dans le cadre de la connaissance et
la valorisation des plantes médicinales et aromatiques en Algérie et d’autre part a

I’'amélioration de la durée de conservation des filets de thon frégate (Auxis thazard).

La premiéere partie de cette étude porte sur I'extraction par macération des composés
phénoliques a partir de broyats d’origan, sur le dosage des polyphénols totaux et des flavo-
noides et sur I'évaluation de I’activité antioxydante de I'extrait d'origan. Les résultats obte-
nus ont permis de constater que I'extrait utilisé pourrait constituer une alternative promet-

teuse pour réduire I'auto-oxydation des produits de la péche.

Dans la seconde partie, les effets combinés de I'extrait d'origan (0.5 %) et du condi-
tionnement sous vide sur les parameétres de qualité des muscles rouges et blancs du thon
frégate conservés sous forme de filet intact dans des conditions de réfrigération (3+1 °C) ont
été évalués. Des analyses sensorielles, chimiques, microbiologiques et texturales ont été
effectuées dans chacun des muscles rouge et blanc des filets de thon frégate pendant le
stockage. Plusieurs indices de qualité étaient plus élevés dans le muscle rouge que dans le
muscle blanc. Les parametres de qualité des deux muscles présentaient la méme tendance,
et étaient significativement affectés par le temps de stockage ainsi que par la présence d'ex-
trait de plante dans I'emballage sous vide. L'évaluation sensorielle a montré que les deux
muscles du groupe témoin avaient une durée de conservation de 12 jours, tandis que ceux
stockées en combinaison avec l'extrait d'origan avaient une durée de conservation de 18
jours. Selon l'indice de peroxyde, le muscle blanc était plus exposé a |'oxydation des lipides
qgue le muscle rouge. L'emballage sous vide a lui seul a suffi de retarder I'oxydation des li-
pides des filets de thon frégate, en particulier dans le muscle rouge. Toutefois, il n’a pas pu
éviter la détérioration de la texture dans les deux muscles. En conséquence, I"utilisation de
cette combinaison a eu un effet cumulatif sur la préservation des muscles blancs et rouges
du filet intact du poisson, ce qui a entrainé une prolongation de la durée de conservation des

deux types de muscles du thon frégate.

Mots clés : Filet de thon (Auxis thazard), extrait d'origan, paramétres de qualité, stockage

réfrigéré, emballage sous vide.



Abstract

The aim of this thesis is, on the one hand, to improve the knowledge and valuation of
medicinal and aromatic plants in Algeria and, on the other hand, to improve the shelf life of

frigate tuna fillets (Auxis thazard).

The first part of this study focuses on the extraction by maceration of phenolic com-
pounds from oregano shreds, the determination of total polyphenols and flavonoids and the
evaluation of the antioxidant activity of oregano extract. The results obtained showed that
the extract used could be a promising alternative to reduce the auto-oxidation of food in

general and fishery products in particular.

In the second part, the combined effects of oregano extract (0.5 %) and vacuum pack-
aging (VP) on the quality of red and white muscles of frigate tuna stored as intact fillet at
refrigerated (3+1 °C) conditions were evaluated. Sensory, chemical, microbiological and tex-
tural analyses were carried out in each of the red and white muscles of frigate tuna fillets
during storage. Several quality indexes were higher in red muscle than white muscle. Quality
parameters of both muscles had the same tendency and were significantly affected by time
and also by the presence of plant extract in VP. Sensory assessment indicated that both
muscles from control had a shelf-life of 12 days, while those stored in combination with ore-
gano extract had a shelf-life of 18 days. According to peroxide value, white muscle was more
exposed to lipid oxidation than red muscle. Although VP alone was sufficient to delay lipid
oxidation on fish fillets, especially on red muscle but cannot enhance the textural deteriora-
tion in both muscles according to texture profile analysis. Consequently, the employment of
such combination had cumulative effect on preservation of white and red muscles from in-

tact fillet, resulting in prolonging the shelf life of both frigate tuna muscles.

Keywords: Tuna filet (Auxis thazard), oregano extract, quality parameters, refrigerated stor-

age, vacuum packaging.
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Introduction

Introduction

Le poisson a une valeur nutritionnelle treés élevée et constitue une excellente source de
protéines de haute qualité, de vitamines, de minéraux et d'acides gras polyinsaturés de la
série des n-3 notamment les acides eicosapentaénoique (EPA) et docosahexaénoique (DHA)
(Kenar et al.,, 2010; Erkan et al., 2007) rendant le poisson tres sensible aux réactions

d’oxydation et d’hydrolyse (Azhar et Nisa, 2006).

Immédiatement aprés la mort (post mortem), le systéme défensif qui maintient le
muscle stérile chez le poisson vivant s’effondre, laissant place un processus naturel et com-
plexe de décomposition qui résulte de I'action simultanée d'enzymes autolytiques et de I'ac-
tivité microbienne (Geng et al., 2013 ; Goulas et Kontominas, 2007), ceci va provoquer une
autolyse post mortem violente limitant ainsi sa durée de conservation, en particulier pen-
dant les fortes périodes d’alimentation ol le poisson contient diverses bactéries et enzymes
dans le systeme intestinal (Huss, 1995 ; Geng et al., 2013). Ce processus affecte la fraicheur
du poisson et entraine une rapide altération des propriétés organoleptiques, une réduction
de la valeur nutritive, la formation de substances toxiques et favorise la prolifération des
microorganismes limitant ainsi sa durée de conservation. Ce méme processus conduit en
présence d’oxygene, a la formation de produits primaires tels que les dienes conjugués et les
hydroperoxydes tres instables, qui donnent rapidement par une multitude de réactions de
décomposition des produits secondaires hautement réactifs et toxiques tels que les aldé-
hydes, alcools et cétones, responsables des altérations d'odeurs, de saveur, de couleur et de
texture (Cillard et Cillard, 2006 ; Rezaei et Hosseini, 2008) rendant le poisson impropre a la
consommation. De plus, la protéolyse bactérienne et biochimique accentue I'altération du
poisson par la formation d’amines volatiles et d’amines biogenes thermostables (Ozogul et

al., 2011).

Auxis thazard, appelé communément thon frégate, est une espéce pélagique sem-
blable au thon, largement répandue dans le monde entier. Sa consommation est récemment
devenue populaire dans de nombreux pays, car il est utilisé comme matiere premiere alter-
native pour la production des célebres tataki, surimi et sashimi qui sont consommés a |'état

cru (Chaijan et al., 2013 ; Majkowski, 2005). Comme tous les produits de la péche, le thon
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frégate est extrémement périssable. Sa durée de vie est tres limitée, elle est d'environ 5 - 7
jours (Koral et Kése, 2012). Par conséquent, il est nécessaire de développer des méthodes
alternatives efficaces pour ralentir la détérioration du produit et maintenir sa qualité,
d’autant plus que la durée de conservation des filets de poisson est plus courte que le pois-

son entier (Yerlikaya et Gokoglu, 2010).

La durée de conservation du poisson peut étre considérablement allongée en modi-
fiant I'environnement du produit (Sdez et al., 2015). Le refroidissement rapide ou le stockage
dans de la glace pilée sont des méthodes couramment utilisées pour prolonger la durée de
conservation des produits de la péche (Etemadi et al., 2013). Cependant, en présence d'une
atmospheére ordinaire (Ozogul et al., 2004) ou la croissance des bactéries aérobies est favori-
son de la forte proportion d'acides gras polyinsaturés dans la chair de poisson (Saez et al.,

2015 ; Ozogul et al., 2004).

Parmi les nombreuses techniques utilisées pour prolonger la durée de conservation
des produits de la péche, le conditionnement sous vide (SV) associé a la réfrigération. C'est
I'une des méthodes de conservation les plus répandues, impliquant la modification de I'at-
mosphere a l'intérieur du conditionnement (Saez et al., 2015). Le conditionnement sous vide
prolonge la durée de conservation des produits de péche par élimination de l'air contenu
dans I'emballage, réduisant ainsi la disponibilité en oxygene indispensable a la croissance
des bactéries aérobies (Church, 1998), empéchant la rancidité des lipides du poisson (Perez-
Alonso et al., 2004), assurant un assemblage correct (Geng et al., 2013) et une protection
contre les agressions extérieures telles que la déshydratation observée lors de la réfrigéra-
tion. Cependant, le conditionnement sous vide n'a pas un effet inhibiteur total sur la crois-
sance microbienne, ce qui entraine a terme, une apparition d’odeurs désagréables et un

aspect gluant du poisson (Samelis et al., 2000).

Ainsi, il est nécessaire de combiner ces techniques avec l'application d'extrait de
plantes afin de garantir une meilleure qualité et sécurité des produits emballés sous vide. Le
trempage dans un agent de conservation naturel tel que I’extrait d’origan combiné a un em-

ballage sous vide pourrait constituer un systeme efficace de conservation et donner aux
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produits de la péche une meilleure qualité sensorielle et microbiologique que ceux condi-

tionnés dans des emballages courants.

Les travaux entrepris ont pour objectif principal d’étudier I'effet potentiel de la combi-

naison de quelques techniques de conservation sur la préservation des filets de poisson.

Notre manuscrit est organisé en deux parties :

* La premiere partie est une synthése bibliographique, ou le premier chapitre est
consacré a la qualité du poisson incluant les caractéristiques de la chair de pois-
son, les changements et les altérations qui y surviennent post mortem, et leurs
influences sur sa qualité et la durée de conservation du poisson a |'état réfrigé-
ré. Le deuxieme chapitre traite des composés phénoliques, de leurs activités

biologiques et de leurs méthodes d’extraction.

= La seconde partie est expérimentale, elle est scindée en deux études dis-
tinctes.

© La premiere est relative a I'extraction et I’évaluation des composés
phénoliques, des flavonoides et a I'étude de I'activité antioxydante de

I’extrait naturel d’origan.
© La seconde est consacrée a I'évaluation de I'effet de la combinaison de
I’extrait éthanolique d’origan avec le conditionnement sous vide sur la
durée de conservation des muscles blancs et rouges de thon frégate (A.
thazard), conservés dans des conditions de réfrigération (3+1 °C), par
I'intermédiaire de I'étude de différents critéres de la qualité chimique,

microbiologique, sensorielle et texturale.
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Chapitre 1 : Qualité du poisson Partie bibliographique

1.1. Caractéristiques de la chair de poisson

1.1.1. Structure physique et anatomique

La partie du poisson couramment consommeée est constituée par les muscles des fi-
lets. La structure et la texture des muscles du poisson sont différentes de celles des autres
animaux. Ce sont principalement des muscles longs divisés en feuillets appelés myotomes ou
myomeres. Sur une coupe longitudinale représentant la disposition des feuillets dans les
muscles, les myomeres forment des dessins en W paralleles reliés aux septa médians longi-
tudinaux, alors que sur une coupe transversale ils décrivent des courbes complexes (figure 1)

(Listrat et al., 2015).

La forme des myotomes est une caractéristique de I'espéce (Dunajski, 1979). Chaque
myotome est composé de fibres musculaires courtes. Celles-ci s'étendent entre deux myo-
septes (cloison conjonctive séparant deux myotomes), plus ou moins parallélement au grand
axe du muscle. Le diameétre des fibres est lui aussi variable, lié a I'espéce, a I'dge, a la fonc-

tion du muscle et a la localisation dans le muscle (Love, 1958).

Tissu.adipeux

m'.rnmmmtf myosepte myomenrs J'l myatome ~ dorsal sous cutand

IOCamime
miiscle blanc

muscle rouge

Cavité abdominale

muscle rouge  muscle blanc

Tissu adipeux
ventral sous cutané

Coupe longitudinale

Coupe transversale

Figure 1. Anatomie du muscle de poisson (Listrat et al., 2015).

La chair du poisson est constituée de deux types de muscles : le muscle rouge et le

muscle blanc;
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- Le muscle rouge, de type oxydatif: il caractérise les téléostéens, il est généralement pré-
sent sous forme d’une fine couche située sous la peau ; il est plus abondant sur les flancs
du poisson (le long de ligne latérale). Sa proportion dans la chair varie d’'une espéce a
I'autre. Ce muscle participe au déplacement du poisson ce qui explique sa forte vascula-
risation. Il est considéré comme un muscle de croisiere, c'est-a-dire utilisé pour les mou-
vements continus et lents de nage continue. Il contient davantage de lipides, de colla-
gene, d’hémoglobine, de glycogene et la majorité des vitamines (Bendiksen et Jobling,
2003 ; Medale, 2005).

- Le muscle blanc, de type glycolytique : quantitativement le plus important puisqu’il re-
présente jusqu’a 50 % de la masse corporelle du poisson et peut constituer jusqu’a 90 %
de la masse squelettique (Rome et al., 1988). |l se compose de fibres a contraction rapide
a métabolisme anaérobie de type glycolytique. C'est un muscle de propulsion sollicité
lors de la nage intense aux mouvements rapides et soudains comme chasser une proie

ou éviter un prédateur (Leduc et al.,, 2011 ; Huss, 1999).

1.1.2. Composition chimique

La composition globale de la plupart des poissons est principalement de I'eau, des pro-
téines et des lipides, ces constituants représentent environ 98 % (Tableau 1) (kolakowska et
al., 2002). La chair est particulierement riche en protéines solubles hautement digestibles de
haute valeur biologique. La teneur en protéines de la chair de poisson semble étre stable
chez toutes les especes. Elle augmente progressivement lors de la croissance pour se stabili-
ser a une valeur proche de 20 %. En revanche, la teneur lipidique et en micronutriments va-
rient considérablement d’'une espéce a une autre, et d’un individu a I'autre en fonction de
I’age, du sexe, de I'environnement, de la saison, du stade de maturité; elle est surtout corré-

lée avec le régime alimentaire (Medale, 2005).

Tableau 1. Composition chimique comparative de muscle de poissons gras, semi-gras

et maigres (Huss, 1999).

Eau Protéines Lipides Glucides Cendres
Poissons gras 68.6 % 20.0% 10.0% 0.6 % 1.4 %
Poissons semi-gras 77.2 % 19.0% 25% 0.6 % 13%
Poissons maigres 81.2% 16.4 % 0.5% 0.4% 1.3%
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1.1.2.1. Protéines et acides aminés libres

Les protéines sont les constituants organiques majeurs des tissus de poissons environ
60 a 75 % du poids sec de ces tissus (Tanner et al., 2000). La teneur en protéines des tissus
musculaires semble étre remarquablement constante chez les poissons avec une valeur

moyenne de 19 % du poids frais (Medale, 2009).

Les protéines des tissus musculaires du poisson sont classées en protéines extra et in-
tra-cellulaires, représentées dans le tableau 2, peuvent étre divisées en trois groupes fonc-

tionnels différents (Leduc et al., 2011 ; Medale et al., 2005):

- Protéines sarcoplasmiques (myoglobine, globuline et enzymes) représentent 10

a 30 % des protéines totales, ces protéines sont les seules hydrosolubles.

- Protéines structurelles (protéines myofibrillaires) telles que I'actine, la myosine,
les tropomyosines, les troponines, la desmine, la nébuline, I'actinine, constituent 70 a

80 % des protéines totales.

- Protéines du tissu conjonctif (protéines insolubles) constituent environ 3 a 10 %
des protéines totales contenues dans le poisson (comparé a 15 % chez les mammi-
féres). La teneur en collagene, constituant majeur du tissu conjonctif est jusqu'a 10 fois
plus faible que dans la viande de boeuf. Le collagéne de la chair de poisson contient 2 a
3 fois moins de proline et d'hydroxyproline. Ces acides aminés jouent un role détermi-
nant dans la rigidité et la résistance mécanique du tissu conjonctif, ce qui participe aux

différences de texture entre le poisson et la viande.

La teneur en protéines des poissons est globalement stable (Karakoltsidis et al., 1995)
et indépendante du sexe des individus (Robards et al., 1999). Il a été démontré qu'une aug-
mentation de la teneur en protéines de I'aliment induit une augmentation de la teneur en
protéines du poisson (Britz et Hecht, 1997 ; Gunasekera et al., 1997). La teneur en protéines
augmente avec la taille du poisson au sein d'une méme espéece et notamment au cours des
périodes de forte croissance (Shirai et al., 2002). Par contre, une réduction de la teneur en
protéines a été observée en période de migration et de reproduction ou lors d'un je(ne pro-

longé (Aksnes et al., 1986).
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Tableau 2. Répartition des différents groupes de protéines dans le muscle du poisson (Chep-

tel et Cheptel, 1976).

Muscle de poisson  Muscle de mammifére

Protéines intracellulaires Protéines sarcoplasmiques 15-25 % 25-30 %
Protéines myofibrillaires 65-75 % 50 %
Dont myosine 50-60 % 54 %
Actine 15-25% 27 %

Protéines extracellulaires  Protéines conjonctives 3-10% 10-15 %

1.1.2.2. Lipides

Les lipides font partie d’'une classe complexe hétérogene de constituants insolubles
dans I'eau et soluble dans certains solvants organiques, tels que I'éthanol, le méthanol, le

chloroforme, I'acétone, etc.

La teneur en lipides dans la chair du poisson dépend de plusieurs facteurs, tels que :
I’age, le cycle sexuel et les facteurs environnementaux (la température) (Corraza et Kaushik,
1999), mais aussi de l'alimentation et des variations saisonnieres (figure 2) (Gomez-Requeni

et al., 2004 ; Shirai et al., 2002).
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Figure 2. Variation saisonniére de la composition chimique des filets de maquereau (Scom-

ber scombrus) (Huss, 1999).
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Les lipides du poisson se distinguent des lipides des autres animaux par la forte teneur
en acide gras polyinsaturés (AGPI) de la série des oméga 3 (15 a 36 % de I'ensemble des
acides gras présents), notamment les acides eicosapentaénoiques (EPA) et doco-
sahexaénoiques (DHA) (Rose et Connolly, 1999). Cette prédominance est due a la forte con-

centration d'acides gras polyinsaturés (n-3) dans le phytoplancton (Sargent et al., 1989).

Medale (2009) a rapporté que I'EPA et le DHA, représentent en moyenne 25 % des li-
pides de la chair des poissons contre seulement 0.5 a 3 % chez les animaux terrestres. Les
oméga 3 conférent a la chair de poisson sa valeur diététique (Connor, 2000) puisqu’ils sont
reconnus comme des aliments fonctionnels, incontestablement bénéfiques contre les mala-
dies cardio-vasculaires (Lecerf, 2007), les phénomeénes inflammatoires (Calder et al., 2011) et
le développement optimal du systéme nerveux central (Guesnet et al., 2005). Cet apport en

AGPI dépend exclusivement de I'alimentation (De Souza et al., 2007).

Les réserves énergétiques du poisson se font principalement sous la forme de triglycé-
rides. Chez le poisson, les principaux sites de dépdts lipidiques sont le foie, le muscle, le tis-
su adipeux périviscéral et parfois le tissu adipeux sous-cutané (Sheridan, 1988 ; Medale,
2005). L'importance de ces sites de stockage varie selon les espéces. D’une maniere globale,
les visceres et le foie sont les lieux de stockage principaux pour les espéces maigres (Sheri-
dan, 1988), alors que c’est principalement le muscle et certaines parties sous la peau pour
les espéeces grasses (Corraze et Kaushik, 1999). La teneur en lipides des muscles dépend aussi
de la nature du muscle considéré (Huss, 1988). Pour les poissons maigres, les muscles rouges

contiennent environ deux fois plus de lipides que les muscles blancs (Body et Vlieg, 1989).

En fonction de la capacité du tissu musculaire a stocker les lipides, les poissons peu-

vent étre répartis en trois groupes (Sainclivier, 1983):

. Poissons maigres : dont la teneur en lipides dans le muscle est inférieure a 1
%. Ces derniers sont massivement déposés dans le foie (jusqu'a 70 %). C’est le
cas des poissons de fond comme la sole (Solea solea).

. Poissons gras : dont la teneur en lipides dans le muscle varie généralement
entre 5 et 25 %. C'est le cas des especes pélagiques comme le hareng (Clupea

harengus) et le maquereau (Scomber japonicus). La teneur en lipides des pois-
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sons gras augmente de la queue vers la téte contrairement aux poissons
maigres.

. Poissons "intermédiaires" ou semi-gras : dont la teneur en lipides est com-
prise entre 1 et 5 %. Ces poissons cumulent les lipides dans le tissu adipeux

périviscéral et ensuite dans le muscle comme les salmonidés.

1.1.2.3. Extraits azotés non protéiques

Huss (1995) a décrit les extraits azotés comme étant des composés de nature non pro-
téique, solubles dans I'eau, de faibles poids moléculaires et renfermant de I'azote. Cette
fraction ANP (Azote non protéique) constitue de 9 a 18 % de I'azote chez les téléostéens. Elle
se compose principalement : des bases volatiles telles que I'ammoniaque et I'oxyde de tri-
méthylamine (OTMA), la créatine, les acides aminés libres, les bases nucléotides et des bases
purigues. Dans le cas des poissons cartilagineux, la fraction ANP comprend aussi l'urée.
Quantitativement, la créatine représente la principale composante de cette fraction. Elle
fournit de I’énergie pour la contraction musculaire. La fraction ANP contient également une
teneur assez importante en acides aminés libres a noyau imidazole et qui semblent prédo-
miner chez la plupart des poissons. Les plus recensés d’entre eux sont : la taurine, I'alanine,
la glycine et en particulier I'histidine. Oehlenschlager et Rehbein (2009) ont démontré
I’existence d’une variation de la composition en ANP entre les especes et entre les individus

de la méme espéce suivant la taille, la saison et le muscle.

1.1.2.4. Glucides

La chair de poisson est relativement pauvre en glucides, habituellement inférieure a 1
%, le glycogene, qui est une forme de stockage du glucose, constitue le sucre essentiel (Huss,
1999). Cette teneur varie selon les espéeces et I'état alimentaire, elle est influencée égale-
ment par les conditions de capture et le degré de fatigue qui peuvent conduire a
I’épuisement des réserves de glycogene et ainsi a une diminution du niveau de glucides
(Schulz et al., 2005). Dans les conditions anoxiques post mortem, le glycogéne continu d’étre
métabolisé et I'évolution du pH en conditions post mortem dépend de la quantité d'acide

lactique formée (EI-Rammouz et al., 2013).
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1.1.2.5. Vitamines et sels minéraux

La chair du poisson est riche en vitamines A et D liposolubles et en vitamines B hydro-
solubles (Regost et al., 2001). Elle constitue une bonne source de minéraux comme le cal-
cium, l'iode, le fer, le potassium et le phosphore en particulier, mais également de cobalt, de
cuivre, de manganese, de sélénium et de zinc (Leduc et al., 2011). Cependant, la chair de
poisson est relativement pauvre en sodium, ce qui la rend compatible avec un régime hypo-
sodé (Battu, 2014). La teneur en vitamines et sels minéraux est spécifique et varie selon
I'espece, la saison et I'alimentation (Huss, 1999). Le tableau 3 présente quelques minéraux

contenus dans le muscle du poisson.

Tableau 3. Quelques vitamines et sels minéraux contenu dans le muscle de quelques espéeces

de poissons (Assogba et al. 2018).

Sole Bar Commun Dicentrar- Maquereau
Solea solea chuslabrax Scomber scombrus

Vitamine A * 5 14.71 56.6
Vitamine D * 0.75 2.31 6.44
Vitamine E ** 0.47 1.35 1.16
Vitamine B6 ** 0.26 0.39 0.53
Vitamine B12 * 1.91 4.33 4.9

K ** 349 430 340
p ** 170 209 190
Na ** 76.3 46.6 64

Mg ** 26.9 32.3 28.4
Se * 23 8 38

Fe ** 0.35 0.39 0.48
| ¥* 88 9 87

*(ug/100g) ; ** (mg/100g) ; K : potassium ; P: Phosphore; Na: Sodium; Mg: Magnesium; Se: Sélénium ; Fe : Fer ; | : lode

10
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1.2. Changements post mortem survenant dans le muscle de poisson apreés la capture

Les changements post mortem rencontrés dans le muscle de poisson suivent en géné-

ral le méme schéma que dans le muscle des mammiféres (figure 3).

Immédiatement apres la mort du poisson, la circulation sanguine s’arréte. Les tissus,
et en particulier les muscles, ne sont plus oxygénés et sont totalement relaxés. Le poisson
est mou et souple et la texture ferme et élastique au toucher. Le métabolisme s'en trouve
perturbé : la dégradation du glycogéne en glucose, puis en CO, et H,0, ne se fait plus par la
voie des acides carboxyliques (cycle de Krebs) mais par glycolyse anaérobie qui a comme
fonction la synthése de molécule riche en énergie : le pyruvate, qui sera rapidement dégradé

en acide lactique (Huss, 1988 ; Sikorski, 1980 ; Dunajski, 1979 ; Love, 1958).

La baisse du pH est cependant limitée par le pouvoir tampon du muscle et le pH atteint
bientét une valeur limite (pH ultime : 6.0 a 6.3) d'autant plus rapidement que la quantité de
glycogene disponible est grande. Le tissu musculaire s'acidifie et par conséquent la quantité

d'énergie utilisable (ATP) diminue (Huss, 1988 ; Love, 1958).

La perméabilité sélective de la membrane du réticulum sarcoplasmique vis-a-vis des
ions calcium (Ca®") disparait a la mort du poisson. Dés lors ces ions peuvent diffuser libre-
ment hors du réticulum sarcoplasmique. Quand les niveaux intracellulaires de Ca** sont éle-
vées, I'enzyme intramusculaire ATP-ase réduit les quantités d’ATP musculaire libre et provo-
guent la formation du complexe actomyosine a l'origine de la contraction musculaire. Si
I’ATP n'est plus présent en quantité suffisante, cette contraction devient irréversible c'est la
rigidité cadavérique (Rigor-Mortis) qui s'accompagne d'un raccourcissement des muscles
(Sikorski, 1980 ; Dunajski, 1979). Pendant cet état, le poisson ne peut pas étre fileté ou traité

car le poisson est trop raide pour étre manipulé.

La Rigor-Mortis apparait généralement de 1 a 7 heures apres la mort. Le moment
d’apparition et la durée de cette étape dépend de plusieurs facteurs tels que : espéce, taille,

méthode de péche, manutention, température et I'état physique (Huss, 1988).

Cependant les poissons pendant cette phase sont difficiles a fileter. Les poissons qui

ont dépassé la rigor-mortis sont plus appréciés. Pendant la phase post-rigor, le pH remonte a
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7 et la chair se ramollit par autolyse et devient souple, relaxée et pliable (Assogba, et al.

2018).

13 7 heures

a une température
entre

+2 et +4 °C

Au plus 24 heures

a une température
entre

+2 et +4 °C

Moins de 3 jours

a0°C

POISSON VIVANT

Muscles relachés et extensibles
Texture ferme et élastique
Protéines musculaires (actine et myosine) non couplées

pH autour de 7

POISSON MORT

Muscles en anaérobie
Métabolisme perturbé: perte en ATP et production d'acide lactique

Les ions Ca** sortent passivement du Réticulum Sarcoplasmique
Couplage actine-myosine

Contraction musculaire irréversible en absence d'ATP

POISSON EN ETAT DE
RIGOR-MORTIS

Muscles contracturés, durcis et inextensibles
Dégradation partielle des myoseptes

pH ultime autour de 6.0 - 6.3

Action enzymatique (protéases surtout)

d'autant plus intense que le pH ultime est proche de 7

Résolution de la Rigor-Mortis

POISSON A CHAIR TENDRE CON-
SOMMABLE

pH autour de 7
Action enzymatique
(enzymes endogénes et bactériennes)

Autolyse

Figure 3. Evolution naturelle du muscle de poisson apres la capture (Sikorski, 1980)
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1.3. Altérations post mortem du poisson influengant la qualité

Le poisson est une denrée alimentaire fragile et hautement altérable et périssable. Son
altération est un phénomene séquentiel qui commence immédiatement apres la mort du
poisson (post mortem). Plusieurs mécanismes se produisent et se développent plus inten-
sément que chez les animaux terrestres en raison de sa teneur tres élevée en eau, a la quan-
tité réduite du tissu conjonctif, a la concentration importante d’azote extractible et a la pré-

sence de lipides fortement insaturés (Dalgaard, 1995).

1.3.1. Changements sensoriels

Les changements sensoriels sont ceux percus par les sens. Les premieres modifications
sensorielles du poisson pendant le stockage concernent I'apparence, la texture et I'odeur.
Ces modifications sensorielles caractéristiques qui surviennent dans le poisson en phase post
mortem affectent parallelement I'odeur, la peau, les branchies, le mucus, I'ceil et la rigidité
du corps et varient considérablement selon I'espéce de poisson et la méthode de conserva-

tion (Huss, 1999).

Des odeurs désagréables sont décelées lors de I'altération bactérienne du poisson. Ces
odeurs sont différentes et variées selon I'espece de poisson et des bactéries en cause qui a
faible taux engendrent une modification sensorielle perceptible sur le poisson. Ces odeurs
sont dues a différents composés tels que I'acétaldéhyde, le diméthylsulfure, le diméthyldi-
sulfure, le méthylmercaptan, I'éthylacétate, I'éthylalcool, I'hexanoate d’éthyle, le butyrate
d’éthyle, la butanone, 'ammoniac, la DMA, la TMA, I'hydrogéne sulfuré et I'acide sulfhy-

drique (Joffraud et al., 2001).

Le golt caractéristique du poisson se conserve normalement pendant les deux pre-
miers jours de la conservation sous glace (Huss, 1999). Lors de I'altération, I"évolution du
go(it se traduit au début par une diminution prononcée de la saveur spécifique qui est pro-
gressivement remplacée par des saveurs différentes suivant les espéces et la nature des con-
taminations (lactique, acétique, butyriqgue, amére, sulfurée, ammoniacale) (Soudan et al.,

1965).

L'inconvénient majeur du poisson est que son altération est peu maitrisée et que

I’estimation de son niveau de fraicheur est difficile. Les changements organoleptiques du
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poisson et donc de sa qualité sont surtout liés aux changements autolytiques, bactériolo-

giques et lipidiques (Bensid, 2014).

1.3.2. Altérations microbiologiques

En condition normale, la chair de poisson est stérile (Guiraud, 1998). Cependant, la
peau, les branchies et I'intestin renferment une flore commensale plus ou moins abondante
(Bourgeois et Larpent, 1996). La flore bactérienne du poisson fraichement péché dépend de

I’environnement dans lequel il vit (Shewan, 1977).

En effet, la microflore des poissons est généralement prédominée par les bactéries
psychrotrophes a Gram négatif appartenant aux genres Pseudomonas, Moraxella, Acine-
tobacter, Shewanella et Flavobacterium mais aussi par Vibrionaceae (Vibrio et Photobacte-
rium) et des Aeromonodaceae (Aeromonas spp.) (Huss, 1999). Alors que les bactéries a Gram
positif comme Bacillus, Micrococcus, Clostridium, Lactobacillus et corynéformes peuvent
étre retrouvés en quantités variables. Les Enterobacteriaceae peuvent étre présents a des

charges élevées dans I'environnement (Huss, 1999).

Apres la mort du poisson et suite a I'autolyse, les enzymes digestives détruisent la bar-
riere intestinale et permettent la dissémination des germes, qui sont en phase de croissance
exponentielle, dans le muscle (Shewan, 1977). Ces microorganismes sont de nature psy-

chrotrophes, ce qui explique leur action méme a basse température.

Par ailleurs, au cours des opérations de transformation : éviscération, ététage, filetage
et parage, ces microorganismes peuvent contaminer la chair du poisson malgré que ces
étapes soient suivies du lavage et de la réfrigération pour réduire la charge microbienne (Ta-

hiri, 2007).

Au cours de I'entreposage, la microflore varie de fagon trés importante (Huss, 1999).
Ainsi, au cours de |'entreposage aérobie réfrigéré, la microflore d’altération est composée
presque exclusivement de Pseudomonas spp. et Shewanella putrefaciens (Morita, 1975 ;
Devaraju et Setty, 1985). Ces germes produisent de la triméthylamine (TMA), de I'hydrogéne
sulfuré (H,S) et autres sulfures volatils qui donnent lieu a des odeurs et des saveurs anor-

males décrites comme : fruitées, sulfureuses et fétides pour Pseudomonas et sulfureuses
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rappelant I'ceuf pourri pour Shewanella (Huss, 1995). Des métabolites similaires sont formés

par les Vibrionaceae et particulierement par les Enterobacteriaceae au cours de |'altération a

des températures plus élevées (+20 a +30 °C) (Huss, 1999). Photobacterium est |'une des

principales bactéries psychrophile d'altération qui produit de grandes quantités de TMA

pendant l'entreposage réfrigéré et en atmosphére modifiée (contenant du CO,) (Huss,

1995). La microflore dominante et les bactéries d'altération spécifiques intervenant dans

I'altération du poisson frais sont indiqués dans le tableau 4.

Tableau 4. Microflore dominante et bactéries d'altération spécifiques intervenant dans I'alté-

ration du poisson frais au cours de I'entreposage (adapté de Huss (1995)).

Tvpe Organismes
T , P Microflore dominante d'altération Références
d’Emballage -
spécifique
0°C  En aérobie Batonnets Gram-négatifs, psychro- S. putrefaciens Du et al. (2002)
trophes, non fermentatifs (Pseudomo- Pseudomonas Gram et al. (1987)
nas sp., S. putrefaciens, Moraxella, Huss (1995)
Acinetobacter)
Sous-Vide Batonnets Gram-négatifs; psychro- S. putrefaciens Dalgaard et al. (1993)
trophes ou a caractére psychrophile P. phosphoreum  Jorgensen et Huss (1989)
Atmosphére  Batonnets Gram-négatifs, fermentatifs P. phosphoreum  Dalgaard et al. (1993)
modifiée a caractere psychrophile Van Spreekens (1977)
Batonnets Gram-négatifs, non fermen-
tatifs, psychrotrophes (1-10% : Pseu-
domonas, S. putrefaciens)
Batonnets Gram-positifs (bactéries
lactiques)
+5°C En aérobie Batonnets Gram-négatifs, psychro- Aeromonas sp. Gram et al. (1990)
trophes (Vibrionaceae, S. putrefaciens) S. putrefaciens Jinadasa et al. (2014)
Sous-Vide Batonnets Gram-négatifs, psychro- Aeromonas sp. Jorgensen et Huss (1989)
trophes (Vibrionaceae, S. putrefaciens) S. putrefaciens Van Spreekens (1977)
Atmosphére  Batonnets Gram-négatifs, psychro- Aeromonas sp. Donald et Gibson (1992)
modifiée trophes (Vibrionaceae) Widiastuti et al. (2013)
+20 En aérobie Batonnets Gram-négatifs, fermenta- Aeromonas sp. Gram et al. (1987)
a tifs, mésophiles (Vibrionaceae, Entero- Gram et al. (1990)
+30°C bacteriaceae) Barile et al. (1985)
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La présence des germes dans le poisson n’est pas sans conséquence et engendre des
modifications dues a la disparition de certaines substances et a I'apparition de déchets con-
duisant ainsi a la disparition de I'odeur caractéristique du poisson frais (odeur d’algue ma-
rine) et I"apparition progressive d’odeurs aigres ou acides puis aminées et soufrées, enfin

ammoniacales et fécale (état putride) (Kodo, 1990).

Les sous-produits issus du métabolisme bactérien qui se développent dans le poisson
au cours de sa dégradation naturelle sont généralement la triméthylamine (TMA), I'ammo-
niaque, les composés soufrés volatils, les aldéhydes, les cétones, les esters, I"hypoxanthine
ou encore des amines biogenes telles que la putrescine, la cadavérine, la tyramine, la sper-
mine ou I'histamine (Huss, 1999). Les principaux substrats pour la production des sous-
produits sont les glucides (lactate, ribose, etc.), les nucléotides (inosine, monophosphate,
inosine, etc.), les molécules azotées non protéiques "ANP" et les acides aminés (Bensid,

2014 ; Kodo, 1990).

1.3.3. Changements autolytiques

Comme cité précédemment, la glycolyse post mortem est la seule voie possible de
production d’énergie. Elle a essentiellement comme résultat final I'abaissement du pH dans
le muscle suite a I'accumulation de I'acide lactique et pyruvique. L’état nutritionnel, le stress
et la fatigue du poisson avant et pendant la capture ont un impact important sur le taux du
glycogene stocké et par conséquent, sur le pH final post mortem. Il a été montré que
guelgues minutes seulement de stress avant capture produisaient une baisse de |'ordre de
0.40 unité de pH en trois heures dans un poisson débattu par rapport a un poisson qui ne

s’est pas débattu (Chiba et al., 1991).

La chute du pH post mortem du muscle du poisson affecte les propriétés physiques du
muscle du poisson avec une dénaturation partielle des protéines musculaires et une perte

d’une partie de leur capacité de rétention d’eau (Love, 1975).

L'altération autolytique est largement représentée par la dégradation de I'ATP qui
aboutit a la formation de I'adénosine di-phosphate (ADP), I'adénosine monophosphate

(AMP), I'inosine monophosphate (IMP), I'inosine (Ino) et I’hypoxanthine (Hx) (Surette et al.,
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1988). La vitesse de la dégradation des catabolites de I’ATP varie beaucoup d’une espeéece a
I'autre. Il a été démontré que les produits issus de la dégradation de I’ATP ont pour consé-
quence l'arriere-gout amer du poisson altéré (Hughes et Jones, 1966). De méme, elle
est reliée au ramollissement post mortem des tissus du poisson et a I'éclatement de la cavi-
té abdominale sous I'effet des enzymes protéolytiques tissulaires (cathepsines, calpaines et
collagénases) (Huss, 1995), ce qui fournit un environnement favorable au développement et

a la croissance des bactéries d’altération (Aksnes et Brekken, 1988).

Les cathepsines « D » et « L » sont des protéases acides, inactives dans les tissus vi-
vants, libérées dans la chair du poisson a la suite d’accidents physiques et jouent un réle
majeur dans la dégradation autolytique des tissus du poisson (Leduc et al., 2011). La cathep-
sine L contribue davantage a I'autolyse du muscle de poisson que la cathepsine D car elle est
plus active a pH neutre contrairement a la cathepsine D qui est active sur une large gamme
de pH (3.0 a 8.0). Il a été constaté qu’elle digérait aussi bien les protéines myofibrillaires

(actomyosine) que les tissus conjonctifs (Reddi et al., 1972) .

Les calpaines ou "CAF : Calcium Activated Factor" sont des protéases qui provoquent
I'autolyse post mortem de la chair du poisson par la digestion de la myosine (particuliére-
ment la myosine a chaine longue) et des protéines Z des myofibrilles (Toyohara et al., 1985).
Ces calpaines jouent un role tres important dans le ramollissement de la chair de poisson
pendant la conservation car elles sont plus actives a basse température et a pH physiolo-

gique (Muramoto et al., 1989).

Les collagénases sont des enzymes autolytiques qui produisent la destruction du myo-
tome durant la conservation de longues durées sous la glace ou de courte durée a tempéra-
ture élevée conduisant ainsi a la détérioration de la texture de la chair de poisson (Sato et

al., 1991).

1.3.4. Changements biochimiques

Les deux réactions distinctes impliquant les lipides du poisson et d’intérét pour |'altéra-
tion de sa qualité au cours de la conservation et de la transformation sont I'oxydation et

I'hydrolyse.
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1.3.4.1. Hydrolyse des lipides ou lipolyse

La lipolyse est I'un des principaux mécanismes de dégradation des lipides post mortem
(Shewfelt, 1981). C’est un phénomeéne enzymatique qui se déroule dans la chair du poisson
au cours de la transformation et de la conservation et qui permet la libération des AGPI. La
lipolyse est ralentie si les températures de conservation sont basses. Elle n'est pas observée
dans la chair cuite car la cuisson dénature les enzymes lipolytiques. La lipolyse est catalysée
par des enzymes spécifiques : les lipases et les phospholipases A, et B (Van Der Bosch, 1980).
Les lipases hydrolysent les liaisons esters des glycérides et libérent a partir des triglycérides
(TG) des acides gras (AGL), des diglycérides (DG) et des monoglycérides (MG) (Eymard,
2003). Les phospholipases A, hydrolyse la liaison ester en position 2 du glycérol dans les
phospholipides (figure 4). Alors que la phospholipase B attaque la liaison ester en position 1
et 2 du glycérol (Hseih et Kinsella, 1989). Ces réactions de lipolyse induisent une dégradation
de la qualité du produit, de plus les acides gras libres (AGL) provenant de I'activité de ces
enzymes peuvent s'accumuler au cours du stockage pour donner un arriere-goQt de savon a
la chair du poisson (Huss, 1999). Les activités enzymatiques sur les lipides sont plus impor-

tantes dans le muscle rouge que dans le muscle blanc (Shewfelt, 1981 ; Hwang et Regens-

tein, 1993).

0
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O—CH—CH— N* —CH.

Figure 4. Sites d’attaques des phospholipases A; et B (Fickers et al., 2008).

En général, les acides gras libérés par ces réactions de lipolyse interagissent avec les
protéines favorisant la dénaturation des protéines et induisent une dégradation de la qualité

du poisson (Dyer et Fraser, 1959 ; Refsgaard et al., 2000).
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1.3.4.2. Peroxydation lipidique

Dans les conditions normales (poisson vivant), la peroxydation lipidique existe. C'est un
processus physiologique naturel et continu, indispensable a la synthése des prostaglandines,
les leucotriénes, a la leucocytose, a la phagocytose et aux remaniements des membranes

cellulaires, c’est la peroxydation lipidique enzymatique (Cillard et Cillard, 2006).

En condition post-mortem, |la peroxydation lipidique est non enzymatique ou sponta-
née. C'est un processus oxydatif d’altération des lipides portant essentiellement sur les AG-
Pl. En effet, il est établi que les AGPI sont des cibles privilégiées de I'oxydation en raison de
leurs oxygenes bisallyliques facilement oxydables (Cillard et Cillard, 2006). De plus, les acides
gras saturés (AGS) ne s’oxydent qu’a des températures supérieures a +60 °C, tandis que les
AGPI s’oxydent méme lors de I'entreposage des aliments a I'état congelé (Grandjean, 2001 ;

Favier, 2003).

L'oxydation des lipides est sous l'influence de plusieurs facteurs intrinseques tels que
la composition en acides gras des lipides, la présence de pro-oxydants (pigments hémi-
niques, enzymes, ions métalliques) ou d’antioxydants naturels (vitamine E, caroténoides,
etc.) et des facteurs extrinséques tels que la température, la pression partielle en oxygene, la
lumiére, I'activité de I'eau, les conditions de stockage et de transformation (Hsieh et al.,

1989).

En fonction de I'agent initiateur, I'oxydation des lipides peut résulter de plusieurs voies

réactionnelles (figure 5) (Cillard et Cillard, 2006):

- L’auto-oxydation catalysée par la température, les ions métalliques et les radicaux libres;
- La photo-oxydation, initiée par la lumiere en présence de photosensibilisateurs;
- L'oxydation enzymatique initiée par la présence des enzymes d'oxydation.

1.3.4.2.1. Auto-oxydation

L'auto-oxydation est organisée en 3 phases successives:
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Figure 5. L'oxydation des lipides (Cuvelier et Maillard, 2012)

0 Phase d’initiation
Elle consiste en la soustraction d’un atome d’hydrogéne a un groupement méthyléne
(- CH; -) d’un I’AGPI (RH) (Cillard et Cillard, 2006). Cette phase aboutit a la formation d’'un
radical libre (R°) (Bielsky et al., 1983).

RH H® +R®

0 Phase de propagation

C’est une phase explosive d’amplification, durant laquelle le radical libre (R°) se com-
bine avec I'oxygéne moléculaire (O,) formant un radical libre peroxyle (ROO°) instable (Cil-
lard et Cillard, 2006). Ce dernier, peut réagir a son tour avec une autre molécule d’AGPI pour
former des hydropéroxydes (ROOH) et de nouveaux radicaux (R°) (Sevanian et Hoschstein,

1985).

R®*+0, —> ROO° (réaction rapide)

ROO°+RH ——> ROOH + R®  (réaction lente)
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Il est admis que chaque radical libre soit a I'origine d’une centaine de molécules
d’hydroperoxydes avant que ne survienne la phase d’arrét de la peroxydation lipidique.
Cette étape de propagation peut se reproduire jusqu’a épuisement des AGPI (Frankel,

1984).

0 Phase de terminaison

Elle correspond a diverses réactions de couplage entre deux espéces radicalaires (ROO°
et R°) formant des produits non radicalaires et stables qui terminent la chaine de réactions
(Cillard et Cillard, 2006). Globalement, ce processus conduit a la formation des hydrope-
roxydes pendant les phases d’initiation et de propagation. Ces hydroperoxydes peuvent étre
dosés lors de I’évaluation de I'oxydation. Cependant, du fait qu’ils sont des composés ins-
tables qui se dissocient aboutissant notamment a la formation de composés secondaires,
tels que des aldéhydes, des cétones, des alcools, des acides carboxyliques et des alcanes, ils
ne représentent pas un critere pertinent pour déterminer I’état oxydatif du milieu (Halliwell,

1990).

ROO°+ ROO°®° — > ROOR+0;,
R°+R® —mMm> RR

ROO°+R®* — > ROOR

La formation des hydroperoxydes et des radicaux libres au cours de I'oxydation des li-
pides peut initier et favoriser I'auto-oxydation de lipides (German et Kinsella, 1985). Les hy-
droperoxydes sont sans go(t et, par conséquent, I'indice de peroxyde largement utilisé pour
déterminer I'état oxydatif n’ait souvent que peu de relations avec les propriétés sensorielles

(Ghaly et al., 2010).

1.3.4.2.2. Photo-oxydation

La photo-oxydation est une voie importante de production d’hydroperoxydes en pré-
sence d’oxygene, d’énergie lumineuse et de photosensibilisateurs tels que les hémo-

protéines ou la riboflavine (Hultin, 1992).
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Ces photosensibilisateurs absorbent I'énergie lumineuse et passent a |'état triplet exci-
té (Sens®) (Hultin, 1994). Ils interviennent dans I'oxydation des lipides selon deux types de

mécanismes (Frankel, 1996) ;

- Dans leur état triplet, les photosensibilisateurs de type | agissent comme radicaux
libres initiateurs en arrachent un atome d'hydrogeéne ou un électron aux molécules lipi-

digues pour former un radical capable de réagir avec I'oxygene.

Sens® + RH Sens H + R®

- Dans leur état excité, les photosensibilisateurs de type I, telles que I'érythrosine,
réagissent dans leur état excité (Sens®) avec I'oxygene triplet ( 20, ) auquel elles transférent
leur énergie pour donner de I'oxygéne singulet ( 'O, )qui est trés électrophile et peut réagir
directement sur un acide gras insaturé (RH) formant ainsi un hydroperoxyde (ROOH). Par la

suite, les réactions radicalaires de I'auto-oxydation s’enchainent (Frankel, 1996).

Sens’+3°0, ——> '0,+Sens

'0,+RH @ —m—> ROOH

1.3.4.2.3. Oxydation enzymatique

Les deux enzymes principalement impliquées dans le phénomene d’oxydation des
AGPI sont la lipooxygénase et la cyclooxygénase (Hultin, 1994). La lipoxygénase agit spécifi-
guement sur les AGPI non estérifiés, comme I'acide arachidonique, I'EPA et le DHA, et cata-
lyse I'incorporation d’'une molécule d’oxygene aboutissant a la formation d’hydropéroxydes
(figure 6). Son activité est souvent couplée avec celle des lipases et phospholipases (German
et Kinsella, 1985). Alors que, la cyclooxygénase est une lipoxygénase qui catalyse l'insertion
de deux molécules d’oxygéne au niveau d’'un acide gras pour former des hydropéroxydes

spécifiques (Josephson et Lindsay, 1986).

L'oxydation enzymatique se produit méme au cours du stockage basse température

(Frankel, 1984). Cette activité enzymatique est surtout présente au niveau des branchies et
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de la peau du poisson (German et Kinsella, 1985). Au cours de la période post mortem et de
la transformation des poissons, des lipooxygénases sont libérées, aboutissant ainsi a la for-
mation des hydropéroxydes dans les muscles en présence de cofacteurs et un pH situé entre
6 et 7. Ces hydropéroxydes participeront par la suite a l'initiation et a la propagation de

I’oxydation (Rhee, 1988).

Lipoxygénase
0}

W

Acides Gras insaturés libres » hydroperoxydes — Hydroxy Acide gras

Lipases/phospholipases Métaux de transition
Phospholipides Radicaux libres
Triglycerides %

AUTO-OXYDATION

Figure 6. Mécanisme d’initiation de la peroxydation des lipides par I’activité lipoxygénasique

(German et Kinsella, 1985)

1.3.4.3. Facteurs influengant I’oxydation des lipides

L'oxydation des lipides est un facteur qui limite considérablement la durée de conser-
vation des poissons. Les principaux facteurs susceptibles de favoriser I'oxydation de lipides
sont: la nature et le degré de dispersion des lipides dans le poisson, le type métabolique des
fibres musculaires, la pression partielle en oxygéne, la présence de substances pro-
oxydantes (ions métalliques et enzymes), le pH, la lumiére, I'activité de 'eau et la tempéra-

ture (Genot et al., 2003).

L’agent initiateur est I’élément clé qui provoque I'enchainement des réactions radica-
laires de la péroxydation lipidique. Les métaux de transition, largement représentés par le
fer et le cuivre (Love, 1980) qui, a I'état libre, jouent un réle capital dans la genese des radi-

caux libres par les réactions de Fenton et d’Haber-Weiss (figure 7) (Van Acker et al., 1995).
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Les réactions d’oxydation initiées sont fortement ralenties quand I'activité de I'eau est infé-
rieure a 0.8 (Frankel, 1994). Un pH acide favorise la réaction d’oxydation, en particulier
guand les pro-oxydants sont présents (Genot et al., 2003). De méme, la température l'initie

en raison de son influence sur la solubilité de I'oxygene (Fernandez et Mackie, 1987).

Sens’

U'l.l’

/\

'0;

Hy0; ¥ Fel ——> OH + OH +|Fe*

Régénération : Sprésence o Anion Juperoxyde O,

OXYDATION

Figure 7. Schématisation des réactions de Fenton et d’"Haber-Weiss dans la genese des radi-

caux libres (Lorient, 1998).

1.3.4.4. Produits formés au cours de I'oxydation des lipides

L’oxydation des lipides de poisson conduit successivement a I'apparition de produits

primaires et produits secondaires (figure 8).

1.3.4.4.1. Produits primaires

Les produits primaires sont formés au cours des phases d’initiation et de propagation
des réactions d’oxydation des lipides de poisson : Les radicaux libres sont des composés cy-
totoxiques susceptibles d’induire des altérations des molécules d’ADN et des protéines, Les

diénes conjugués sont formés par réarrangement des doubles liaisons du radical lipoyle des

24



Chapitre 1 : Qualité du poisson

Partie bibliographique

AGPI et les hydroperoxydes sont des produits intermédiaires de I'oxydation des lipides, ils

sont sans odeur spécifique et se décomposent rapidement (Kanazawa et al., 2000).

Acides
gras
insaturés Produits finaux
Hydroperoxydes non volatils
lipidiques

Ltk B

' ¥

Quantité

Produits finaux
volatils

Temps

Initiation Propagation Terminaison

Figure 8. Evolution schématique de I'auto-oxydation des acides gras insaturés au cours d

temps (Cuvelier et Maillard, 2012).

1.3.4.4.2. Produits secondaires

Les produits primaires sont tres instables, trés réactifs et rapidement décomposés en

produits secondaires souvent volatils responsables des odeurs caractéristiques de lipides

oxydés (odeur d’herbe coupée) des poissons frais. Ces composés carbonylés (aldéhydes, cé-

tones, alcools) sont issus de la dégradation des AGPI probablement par voie enzymatique

(Josephson et al., 1984).

Les interactions entre les produits issus de I'oxydation des lipides et les protéines con-

duisent a la formation de différents composés possédant des propriétés fluorescentes tels

gue les imines, les bases de Schiff, etc. (Gardner, 1979). Ce qui fait que ces interactions ont

un impact important sur la dégradation des propriétés sensorielles et nutritionnelles des

poissons (Pokorny, 1977).
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1.4. Facteurs influengant la qualité et la durée de conservation du poisson réfrigéré

1.4.1. Température de conservation

Les activités enzymatique et microbiologique dans la chair de poisson sont tres in-
fluencées par les variations de température. Cependant, si la température est élevée,
I’activité microbienne, responsable de I'altération de la plupart des poissons frais, est relati-
vement plus importante. L'allongement de leur durée de conservation est conditionné a

leurs conservations a basse température (Huss, 1999).

Le refroidissement rapide et précoce est crucial pour la conservation des poissons. Il a
été constaté que si le poisson maigre entre en rigor-mortis a des températures supérieures
a +17 °C, le tissu musculaire peut se déchirer du fait d'importantes contractions musculaires
et de |'affaiblissement du tissu conjonctif. La chair se détachent, 'apparence du produit est

détruite et le filetage du poisson devient alors difficile (Love, 1973).

1.4.2. Hygiéene lors de la manutention

La manutention hygiénique du poisson deés sa capture assure une bonne qualité et une
longue conservation du produit. Huss et al. (1974) ont comparé, par différentes pratiques
d'hygiene, l'importance de I'hygiéne pendant la manutention des poissons a bord sur la qua-
lité et la durée de conservation de poisson manutentionné aseptiquement avec du poisson
traité sans précautions particuliéres et rapportent une différence importante de contamina-
tion bactérienne au cours de la seconde semaine de conservation. Le niveau de contamina-
tion est devenu important dans le lot dont la manutention était impropre par rapport au lot
hygiéniquement stocké, ainsi que le temps de conservation du poisson fortement contami-

né a diminué de quelques jours.

Le poisson réfrigéré est conservé sous glace dans des caisses empilées les unes sur les
autres. Il a été suggéré que ces caisses devaient étre congues pour éviter le ruissellement de
I’eau de fonte de la glace d’une caisse supérieure a une caisse inférieure. Ceci permettrait de
diminuer la contamination bactérienne du poisson par I'eau de fusion qui serait chargée de

bactéries (Huss, 1999).
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1.4.3. Espéce, taille, manutention et propriétés de la peau de poisson

La vitesse d’altération et la durée de conservation du poisson sont affectées par de
nombreux parametres tels que I'espéce, la taille, la manutention, les propriétés de la peau,
le lieu et la saison de la péche du poisson. En général, les poissons les plus gros se dégradent
plus lentement que les plus petits, les poissons plats se conservent mieux que les poissons
ronds et les poissons maigres restent comestibles plus longtemps que les poissons gras en
aérobiose; de méme, les poissons osseux se gardent plus longtemps que les cartilagineux

(Huss, 1999).

La peau des poissons pélagiques gras est souvent trés mince, les enzymes et les bacté-
ries peuvent y pénétrer entrainant une altération rapide. Cependant, la peau épaisse des
poissons plats, ainsi que la présence d’antibactériens, d’anticorps et d’enzymes bactérioly-
tiques dans leur mucus peuvent contribuer a leur bonne conservation (Hjelmland et al.,

1983; Murray et Fletcher, 1976).

1.4.4. Eviscération

L’éviscération élimine une source de contamination tres importante et prévient la dé-
composition autolytique di aux enzymes digestives (Shewan, 1961). En effet, la qualité et
la durée de conservation des poissons diminuent si ces derniers n’ont pas été éviscérés, car
le systeme digestif du poisson renferme de nombreuses bactéries avec une production ac-
crue d’enzymes digestives créant une autolyse viscérale prononcée post mortem et conduit
a I'éclatement du ventre avec une production d’une saveur désagréable spécialement dans

la région abdominale (Huss, 1999).

Cependant, la cavité abdominale et les surfaces découvertes par I'éviscération sont
susceptibles a I'oxydation et a la décoloration car elles sont exposées a 'air. De ce fait, il faut
prendre en considération quelques facteurs tels que I’dge et I’espéce du poisson, son taux de
lipides, les zones et les méthodes de péche avant de décider s’il vaut mieux I'éviscérer ou

non (Huss, 1999).

L’éviscération des especes grasses de petite et de moyenne taille n’est pas effectuée

immédiatement apres leur capture afin d’éviter les risques de décoloration et d’accélération
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du rancissement, ainsi qu’ils sont péchés en grandes quantités. Cependant, des problemes
tels que I'éclatement du ventre, peuvent se présenter avec du poisson non éviscérés durant
les périodes de forte alimentation. Par contre, |'éviscération des espéces maigres est obliga-
toire en général car la qualité et la durée de conservation de ces especes se dégradent si
elles ne sont pas éviscérées. Il a été prouvé qu’un poisson non éviscéré subissait une perte
importante de qualité avec une décoloration visible de la zone abdominale et un dégage-

ment d’une forte odeur de chou (Huss et Ajenso, 1976).

1.4.5. Filetage

Le filetage est une opération pratiquée aprées écaillage et éviscération et consiste a sé-
parer les masses musculaires de I'aréte de fagon a prélever deux masses musculaires de part
et d’autre de la colonne vertébrale (Assogba et al. 2018). En Europe, le filet est la partie du
poisson essentiellement commercialisé. Dans certains pays, cette transformation est rare, le
poisson frais est vendu entier ou éviscéré. Cette pratique est due a des habitudes alimen-
taires et culinaires et a une absence de normes spécifiques (Assogba et al. 2018). Le rende-
ment varie en fonction de 'espéce, de la taille, du poids, de I’dge, de la saison, de la souche,

du sexe, de la morphologie et de I'alimentation (Ducarme et Micha, 2003 ; Rora et al. 2001).

L'effet du moment de filetage (en pré-rigor, en rigor et en post-rigor) et I'application
de la glace sur les parametres de qualité des filets de saumon Atlantique au cours de
I'entreposage réfrigéré a été étudié par Rosnes et al. (2003). Leurs résultats montrent que le
filetage seul n'améliore pas la durée de vie comparativement aux échantillons entiers con-
servés sous la glace. Cependant, le filetage en pré-rigor serait une alternative préférable au

filetage traditionnel post- rigor.

1.4.6. Emballage sous vide

Certes, les produits emballés sont de produits faciles a manipuler et sont a I'abri des
contaminations. Les procédés d'emballage sous film plastique imperméable aux gaz, aux
liguides et a pression réduite comme I'emballage sous vide (ESV) ou sous atmosphéere modi-
fiée (EAM) qui utilise des niveaux élevés de CO, (de 25 a 100 %), prolongent la durée de con-

servation des produits carnés de plusieurs jours ou semaines (Tableau 5). Inversement, la
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durée de conservation du poisson frais n’est pas affectée par I'ESV et on obtient seulement

une augmentation de la durée de conservation par EAM (Huss, 1999).
Le conditionnement sous vide agit de deux fagons sur la microflore :

e Action inhibitrice : La pression partielle en oxygéne (O,) est trés faible, ceci
provoque une inhibition de la flore totale, trés marquée surtout pour les
germes aérobies d'altération superficielle, Pseudomonas en particulier (Valin
et Lacourt, 1980). Cependant, la quantité de gaz carbonique (CO,) augmente
au cours du temps (respiration tissulaire surtout), ce qui exerce une action dé-
terminante sur ces germes en agissant comme bactériostatique aux basses
températures (Bureau et al, 1987).

e Action sélective : La multiplication des bactéries anaérobies strictes, bactéries
lactiques et Entérobactéries est notable (Valin et Lacourt, 1980). Les Staphylo-
coques sont trés ralentis et seraient inhibés par les germes lactiques (Kennedy

et al, 1980).

Tableau 5. Effet de I'emballage sur la durée de conservation du poisson et des produits

carnés réfrigérés (Huss, 1999).

Durée de conservation (semaines)

Type de produit Température de stockage
Air ESV EAM
Viande
Boeuf, volaille 1.0a4.4°C 1-3 2-12 3-21
Poisson maigre
Cabillaud, loup 0.0a4.0°C 1-2 1-2 2-4
Poisson gras . .
Saumon, truite 0.0a4.0°C 1-2 1-2 2-4

La conservation sous vide ne semble pas favoriser les Salmonelles, lors du stockage au
froid (Kennedy et al, 1980) : leur vitesse de multiplication est lente au froid et en anaéro-
biose, mais elle peut étre suffisante pour étre responsable, aprés un stockage prolongé, de

putréfaction (Rosset et Lameloise, 1989).
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Clostridium botulinum, germe anaérobie stricte, peut se développer jusqu'a +4 °C. Ce-
pendant, la production de toxine est tres ralentie au-dessous de + 10 °C : elle ne commence
qu'au bout de 14 jours a + 10 °C et l'altération organoleptique intervient avant que des
guantités notables de toxine soient produites (Davis, 1985 ; Gola et Rossi, 1985). En outre,
en cas de rupture de la chaine du froid la dégradation des qualités organoleptiques est telle
gue la consommation du produit est impossible (aspect et odeur désagréables) (Hauschild et

al, 1985).

Il en ressort que le conditionnement sous vide doit s'accompagner d'une baisse de la
température en dessous de + 4 °C pour limiter le risque des pathogenes et que le vide d'air
par lui-méme ne constitue pas un procédé de conservation. Il n'est qu'un adjuvant aux mé-

thodes de conservation qui existent.

1.4.7. Lumiére

La lumiere (les ultraviolets) joue le role d'accélérateur des cinétiques des réactions
d'oxydation dont les mécanismes chimiques restent les mémes. Elle intervient dans la photo-
oxydation qui constitue une voie importante de production d'hydroperoxydes en présence

d'oxygéne et de photosensibilisateurs (Hultin, 1992).
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2.1. Généralités sur les composés phénoliques

Les composés phénoliques sont des métabolites secondaires qui forment le groupe des
molécules organiques phytochimiques complexes synthétisées et accumulées en petites
guantités par les plantes, ils sont divisés principalement en trois grandes familles: Les poly-
phénols, les terpénes, les alcaloides (Lutge et al., 2002 ; Abderrazak et Joél., 2007). Plus de
8000 structures phénoliques sont présents dans tous les organes des plantes (Beta et al.,

2005 ; Lugasi et al ., 2003).

Les polyphénols sont des produits du métabolisme secondaire des végétaux, caractéri-
sés par la présence d’au moins un noyau benzoique (figure 9) auquel sont directement liés
un ou plusieurs groupes hydroxyles, libres ou engagés dans une autre fonction chimique

(éther, méthylique, ester, sucre, etc.) (Bruneton, 1993 ; Lugasi et al ., 2003).

OH

C.H.OH

Figure 9. Formule chimique brute d’une fonction phénol (Achat, 2013).

Cependant, comme ces composés chimiques sont présents dans d’autres composés
tels que certaines protéines et hormones. Les composés phénoliques des plantes sont alors
décrits comme les substances dérivées de la voie métabolique de I'acide shikimique (Ro-
bards et al., 1999). Le terme de polyphénols est souvent consacré par |'usage pour désigner

les composés phénoliques.

Dans la cellule, les composés phénoliques sont essentiellement localisés sous forme
soluble dans les vacuoles et les parois végétales : c’est le cas de la lignine (hétéropolymere
d’alcools coniférylique et p-coumarylique) ou de certains flavonoides (Robards et al., 1999 ;

Macheix et al., 2003).
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2.2. Classification

Les composés phénoliques des plantes sont répartis en différentes classes selon la
structure de leur squelette de base (Harborne et Simmonds, 1964). En se basant sur le
nombre du carbone de la molécule, les composés phénoliques peuvent étre classés en diffé-

rents groupes.

Les principales classes de composants phénoliques sont: les acides phénoliques (acide
caféique, acide hydroxycinnamique, acide chlorogénique), les flavonoides qui représentent
plus de la moitié des polyphénals, les tanins, et les coumarines (King et Young, 1999 ; Tapie-
ro et al., 2002). Les polyphénols sont présents dans toutes les parties des végétaux: racine,

tiges, feuilles, fleurs, fruits (Boizot et Charpentier, 2006).

2.3. Activités biologiques

Les composés phénoliques sont connus par leurs réles physiologiques treés important
aussi bien dans le regne végétal qu’animal. En raison de leur structure, les composés phéno-
liques sont capables de se fixer sur certaines enzymes et protéines, et de modifier ainsi les
équilibres enzymatiques : ils jouent un réle dans les métabolismes d’oxydo-réduction et mo-
difient certaines réactions concernant la croissance, la respiration et la morphogenése (Lo

Scalzo et al., 2004).

Dans le regne végétal, ces substances sont souvent impliquées dans les mécanismes de
défenses élaborés par les végétaux contre les prédateurs : insectes, herbivores et contre les
infections et les agressions microbiennes multiples (Uccella, 2001). Outre, les composés
phénoliques sont associés a de nombreux processus physiologiques : croissance cellulaire,
différenciation, dormance des bourgeons, floraison, tubérisation, etc. (Ozkaya et Celik,
1999). Les composés phénoliques sont aussi responsable des propriétés sensorielles des

plantes tel que la couleur, le go(t et parfois I'odeur (Malik et Bradford, 2006).

En phytothérapie, I'effet de nombreuses plantes médicinales est attribué en tout ou en
partie aux composés phénoliques dans ces plantes. Ces substances possedent des activités
biologiques bénéfiques a la santé humaine (figure 10). Plusieurs études montrent que les

polyphénols pourraient diminuer le risque de survenue de certaines pathologies, en particu-
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lier celles liées au vieillissement et aux Iésions oxydatives (cancers, maladies cardiovascu-

laires ou neurodégénératives) (Leong et Shui, 2002).

Action sur les cellules du .
systéme immunitaire Anti-tumoraux

Anti-oxydant

f

Détoxifiant -— POLYPHENOLS<_———> Anti-inflammatoire
\ Anti-agrégant
Vasodilatateur Anti-thrombotique
Anti-angiogénique Anti-apoptotique

Figure 10. Effets biologiques des polyphénols (Martin et Andriantsitohaina, 2002).

Les activités biologiques relatives a ces composés sont relativement diversifiées.
Chaque classe chimique de polyphénols semble étre utilisée pour ses vertus spécifiques
(Martin et Andriantsitohaina, 2002). Les composés phénoliques sont principalement recon-
nus pour leur activité antimicrobienne et antioxydante, cette derniéere est d'un intérét géné-
ral avec les découvertes sur la prévention des cancers (Karakaya, 2004). Certains d'entre
eux, tel que les coumarines, possédent des propriétés anti-inflammatoires (Fylaktakidou et
al., 2004). D'autres, tel que les lignanes, possédent des propriétés cytostatiques (Habtema-
riam, 2003). Les flavonoides, une vaste famille de composés phénoliques, protegent les tis-
sus végétaux contre les rayons UV. La principale activité leur étant attribuée est une proprié-
té « Vitaminique P » : ils diminuent la perméabilité des capillaires sanguins et les rendent
plus résistants. Certains possedent également des propriétés anti-inflammatoires, anti-
allergiques, hépatoprotecteurs, antispasmodiques, hypocholestérolémiants, diurétiques,
antibactériens, antiviraux (Fuhrman et al., 1995). Ils agissent aussi parfois comme piégeurs
de radicaux libres et comme inhibiteurs enzymatiques. Les composés des autres familles de

ce groupe (anthocyanosides, tannins et poly acétates) présentent fréquemment des proprié-
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tés thérapeutiques similaires a celles des flavonoides et des composés phénoliques en géné-

ral (Bruneton, 1993).

Dans les domaines agro-alimentaires, les composés phénoliques ou leurs composés ac-
tifs pourraient étre employés comme agents antioxydants et agents de protection contre les
champignons phyto-pathogeénes et les microorganismes envahissant les denrées alimen-
taires. lls possedent des propriétés cytotoxiques qui les rapprochent donc des antiseptiques

et désinfectants en tant qu’agents antimicrobiens.

Les plantes les plus étudiées pour leurs propriétés antibactériennes, antioxydantes et
antifongiques appartiennent a la famille des Lamiaceae: origan, thym, romarin, menthe,
sauge, clou de girofle, etc. et sont d’autant des plantes aromatiques riches en composés

phénoliqgues comme I'eugénol, le thymol et le carvacrol (Pauli, 2001).

2.3.1. Effets antimicrobiens

2.3.1.1. Généralités

Les effets antimicrobiens des composés phénoliques contenus dans les plantes sont
connus depuis longtemps. Ainsi, ils peuvent donc servir d’agents de conservation alimen-
taires, et ce d’autant plus qu’ils sont pour la plupart classés “généralement reconnus comme
sains” (Generally Recognized As Safe « GRAS »), ou approuvés comme additifs alimentaires
par la "Food and Drug Administration" et par conséquent, ils n"ont pas besoin d’autorisation

d’emploi dans les aliments (Caillet et Lacroix, 2007).

Les composés phénoliques possédent un spectre d’activité trés large puisqu’ils inhi-
bent la croissance de la plus part des microorganismes : aussi bien celle des bactéries que

celle des levures, des moisissures et des champignons (Jurgen et al., 2009).

Les composés phénoliques agissent en empéchant la sporulation et la multiplication
des bactéries et la synthese de leurs toxines (Nelson, 1997). Chez les levures, ils agissent sur
la biomasse et la production des pseudo mycéliums (Edris, 2007) alors que pour les moisis-
sures, ils inhibent la germination des spores, I'élongation du mycélium, la sporulation et la

production de toxines (Sipailiene et al., 2006).

34



Chapitre 2 : Les composés phénoliques Partie bibliographique

2.3.1.2. Mécanismes d’action

Les mécanismes par lesquels les extraits phénoliques exercent leur activité antibacté-
rienne restent moins clairs et ne peut-étre attribuable a un mécanisme unique (Dorman et
Deans, 2000) du fait de la complexité de leur composition chimique qui présente une diversi-

té de molécules pouvant agir chacune sur une cible différente (Tiwari et al., 2009)

Par ailleurs, divers mécanismes antibactériens des composés phénoliques ont été dé-
crits. Les composants des extraits phénoliques sont hydrophobes et lipophiles ce qui leur
permet de traverser facilement la bicouche phospholipidique de la membrane cellulaire
(Burt, 2004) et d’induire une perturbation des structures bactériennes en agissant sur la
membrane cellulaire perturbant ainsi la production de I’énergie, le processus de transduc-
tion d’énergie couplé a la membrane et les systémes de transport ionique (Oussalah et al.,
2006 ; Bouyahya et al., 2017) et en entrainant une altération de la perméabilité due a une
incapacité a séparer les composés phénoliques de la membrane bactérienne (Bouhdid et al.,
2010). En outre, lls sont capables d’inhiber la multiplication bactérienne par I'inhibition de
I’'assemblage du complexe FtsZ (un régulateur de division cellulaire chez les procaryotes)

(Domadia et al., 2007).

En général, les bactéries Gram négatif sont plus résistantes que les bactéries Gram
positif parce que la membrane extérieure des Gram négatifs est plus riche en lipo-
polysaccharides (LPS) la rendant plus hydrophile, ce qui empéchent les composés phéno-

ligues d’y adhérer (Cristiani et al., 2007).

2.3.2. Effets antioxydants

2.3.2.1. Définition

D’une maniere générale, un antioxydant est une substance, présente en quantité re-
lativement faible comparée a celle du substrat oxydable, retarde ou prévient significative-
ment |'oxydation de ce substrat (Halliwell, 1990). Ces antioxydants peuvent étre de nature
enzymatique (superoxyde dismutase, catalase, glutathion peroxydase) ou non enzymatique

(vitamine E, vitamine C) (Comhair et Erzurums, 2002 ; Droge, 2002), naturels ou de syntheése.
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Les antioxydants sont naturellement présents dans presque toutes les plantes, mi-
croorganismes et méme dans les tissus des animaux (Pelli et Lyly, 2003). Les antioxydants
alimentaires sont des composés chimiques capables de minimiser efficacement les rancis-
sements, retarder la peroxydation lipidique et étre sans effet sur les propriétés sensorielles
et nutritionnelles du produit alimentaire. Ce type d’antioxydants permet le maintien de la
gualité et I'augmentation de la durée de conservation du produit. Idéalement, les antioxy-
dants alimentaires doivent étre non toxiques, liposolubles, efficaces a faible dose,
n’entrainent ni coloration, ni d’odeur, ni saveur indésirable, résistants aux processus techno-

logiques et stables dans le produit fini (Pokorny et al., 2001).

2.3.2.2. Mécanismes d’action

Selon Buettner (1993), les antioxydants susceptibles de protéger les lipides de
I’oxydation peuvent étre réparti en antioxydants préventifs qui empéchent la formation
d’espéces réactives de I'oxygene ou interceptent les especes responsables de l'initiation de
la lipoperoxydation et les antioxydants « chain breaking » qui interceptent les radicaux pro-

pagateurs de la peroxydation lipidique et retardent la peroxydation (période d’induction).

2.3.2.2.1. Antioxydants de type |

Ce sont des substances capables d’inactiver les radicaux libres en inhibant |la propaga-
tion des réactions radicalaires en cédant une molécule d’hydrogene (H°) a un radical libre

lipidique présent : alkyl peroxyles (ROO°) et alkoxyles (RO°) (Nik, 1987).

ROO°+AH — > ROOH +A®

RO°+AH —> ROH+A®

(AH : antioxydant et A° : radical de I'antioxydant)

Les radicaux A° qui se forment sont relativement stables et ne possedent pas I'énergie
suffisante pour arracher un hydrogene aux lipides, la propagation s’arréte alors (Pincemail et

al., 1998).
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2.3.2.2.2. Antioxydants de type Il

Ce type d’antioxydant prévient la formation des radicaux libres et peut intervenir par
différents mécanismes. Ceci peut étre effectué par captage de I'oxygene singulet (102).
L’acide ascorbique (vitamine C) est considéré comme un puissant réducteur et peut devenir
pro-oxydant a forte dose et en présence de métaux de transition telle que le fer (Puppo,

1992).
2.3.2.2.3. Antioxydants de type Il

lIs regroupent les facteurs de I'environnement qui ont une action antioxydante en
agissant sur le potentiel redox du milieu, la température, la pression en oxygene, la lumiere.
L’emballage des produits permet ainsi de minimiser I'exposition a I'air et a la lumiére. La
mise sous vide permet de limiter les réactions d’oxydation et donc de prolonger la durée de
vie des produits. L'emballage peut également étre réalisé sous atmosphére modifiée (N;, O,,

CO,) (Cillard et Cillard, 2006).
2.4. Méthodes d’extraction

Les extraits phénoliques de plantes sont toujours un mélange de différentes classes de

phénols, qui sont sélectivement solubles dans les solvants (Rajbhar et al, 2015).

L’extraction solide/liquide de métabolites est une extraction par diffusion, elle permet
de séparer les composés extractibles solubles d’'une matrice solide, formée par les tissus
végétaux, a I'aide d’une phase liquide, le solvant (Escribano-Bailon et Santos-Buelga, 2003).
La diffusion est un phénomeéne de transport irréversible qui se traduit par la migration des
especes chimiques des zones de forte concentration vers celles de faible concentration par

un déplacement de constituants de la matrice végétale vers le solvant (Fischbarg, 2010).

Différentes méthodes d'extraction des polyphénols ont été rapportées; ceux-ci in-
cluent I'extraction conventionnelle par macération, |'extraction par micro-ondes, I'extraction
par ultrasons, I'extraction par Soxhlet, I'extration par reflux thermique et I'extraction par

ultra-haute pression (Kumar et al. 2012).
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L'extraction des composés phénoliques est influencée par la taille des particules, le
type de solvant, sa polarité, sa concentration, le pH, la durée et la température d'extraction,
la présence de substances interférentes, ainsi que par la composition chimique et des carac-
téristiques physiques des échantillons (Wissam et al., 2012 ; Maja et al., 2013 ; Nihal et al.,
2007).

L'extraction chimique est réalisée en utilisant de I'eau, des solvants organiques po-
laires tels que le méthanol, I'éthanol, I'acéto-nitrile et I'acétone, ou leur mélange aqueux. Ils
sont plus stables a pH acides, ce qui permet de les extraire facilement dans ces solvants or-
ganiques (Roy et al. 2001; Khoddami et al. 2013). L'éthanol est souvent utilisé pour
I’extraction de composés phénoliques dans I'industrie agroalimentaire du fait de sa moindre
toxicité (Franco et al., 2008 ; Ignat et al. 2011), il permet aussi une extraction beaucoup plus
satisfaisante car les polyphénols sont associés a d'autres biomolécules telles que des pro-
téines, des polysaccharides, des terpenes, de la chlorophylle et des lipides (Koffi et al. 2010).
Cependant, les mélanges aqueux de méthanol ou d'acétone sont de bons solvants pour les
polyphénols polaires, mais des résidus indésirables peuvent étre présents dans les extraits

(Maja et al. 2013).

Une durée d'extraction plus longue donne de meilleurs résultats lorsque des tempéra-
tures comprises entre +20 et +40 °C sont appliquées (Karishma et al, 2015). L'utilisation de
températures élevées augmente I'efficacité de I'extraction car la chaleur augmente la solubi-
lité des composés et rend les parois cellulaires perméables. Toutefois, la stabilité des com-
posés phénoliques est affectée par la température ; des températures supérieures a +50 °C
réduit le rendement total en polyphénols ce qui est probablement di a leur dégradation
thermique (Renoe, 1994 ; Lafka et al., 2007). Cependant, I’étude de I'influence du ratio so-
lide-liquide sur I'extraction des composés phénoliques donnent des résultats assez contra-
dictoires. Certains auteurs préconisent que le ratio matiére / solvant n'a pas beaucoup d'ef-
fet sur le rendement de I'extraction (Quan et al., 2006) alors que d’autres montrent que plus
le ratio liquide-solide est élevé, meilleure sera I’extraction des polyphénols (Bucic-Kojic et al.,

2007).
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Problématique

L'un des principaux problemes de I'industrie de la péche est d’assurer une bonne con-
servation du poisson, car c’est un aliment riche en acides gras, et il est hautement périssable
et rapidement altérable en raison de la présence simultanée de la croissance microbienne et
de I'oxydation des lipides qui sont des problemes tres redoutés (Jeyasekaran et al., 2006). Le
développement de procédés de conservation du poisson est motivé par la nécessité de re-
tarder la croissance microbienne et de conserver la stabilité de I'oxydation des lipides, ce qui
pourrait induire |'allongement de la durée de conservation du poisson et des produits de la

péche.

Les basses températures sont utilisées traditionnellement pour améliorer la conserva-
tion du poisson et préserver sa qualité. Cependant, celles-ci présentent différents inconvé-
nients tels que la déshydratation, la dureté de la texture, la décoloration, la perte d'éléments

nutritifs et le développement d'odeurs désagréables (Putro, 1989).

Le probleme majeur observé chez les poissons durant leur stockage a basse tempéra-
ture est I'oxydation des lipides, ce processus ne peut étre arrété une fois amorcé, et il est
d’autant plus intense que le poisson fileté présente une surface accrue en contact avec
I’oxygene. Par conséquent, il est nécessaire de développer des méthodes efficaces de con-
servation des produits de la péche pour éviter leur détérioration et maintenir la qualité du
poisson, ce qui permet de conserver leur couleur, leur texture et leur saveur d'origine pen-

dant une plus longue période (Jeyasekaran et al., 2006).

Différentes stratégies sont employées dans le but de contréler la qualité des poissons.
L'emballage sous vide est |'une des méthodes de conservation les plus utilisées et fournit un
environnement sans oxygene. L'effet conservateur de cet emballage est principalement di a
la limitation de I'oxydation des lipides et a l'inhibition de la croissance de nombreux orga-

nismes nuisibles.

L'application d’antioxydants, tels que le butylehydroxyanisole (BHA) et le butylehy-

droxytoluene (BHT), permet également de retarder ou minimiser les problémes liés a

39



Partie expérimentale

I’oxydation des lipides du poisson et des produits de la péche. Cependant, ces antioxydants

synthétiques sont rejetés en raison de leur toxicité.

Ainsi, un intérét majeur a été manifesté ces dernieres années pour les antioxydants
contenus dans les extraits éthanoliques de plantes reconnues comme produits naturels sains
et approuvés comme additifs alimentaires par I'administration Américaine des Aliments et
des Médicaments, FDA (Food Drug Administration). Ces substances naturelles constituent
sans doute une alternative trés prometteuse pour augmenter la salubrité des produits de la
mer, réduire I'auto-oxydation et l'incidence de bactéries d’altération et pathogenes, ce qui,
associé a d’autres méthodes de conservation, telles que les basses températures et
I’emballage sous-vide pourrait constituer un procédé intéressant pour améliorer la durée de

conservation du poisson et des produits de la péche.

C’est dans ce cadre que s’inscrit notre travail de recherche qui a pour but d’évaluer
I’effet de I'application d’extrait d’origan sur les parameétres de qualité des filets du thon fré-

gate conservés dans I'emballage sous vide a température de réfrigération.

Pour mener a bien ce travail, nous avons évalué dans une premiere partie la teneur en
polyphénols, la teneur en flavonoides et I'activité antioxydante de |’extrait naturel d’origan.
Dans la deuxieme partie, nous avons étudié |'effet de I'application de cet extrait d’origan sur
les parametres de qualité des filets du thon frégate (Auxis thazard) conservés dans un em-
ballage sous vide a température de réfrigération pour une période extréme de 18 jours (fi-

gure 11).
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Partie 1.

Extraction et évaluation des composés phéno-
liques, des flavonoides et de I’activité an-

tioxydante de I'extrait naturel d’origan

Partie 2.

Effet de I’application de I’extrait d’origan sur les
paramétres de qualité des filets du thon frégate
conservés dans I'emballage sous vide a tempé-

rature de réfrigération

| Matériel végétal : Origanum majorana L. (Origan)

|__Préparation des extraits bruts : Macération

|_Détermination du rendement d’extraction

|__Evaluation de la teneur en polyphénols totaux de
I'extrait

|_Evaluation de la teneur en flavonoides totaux de
I'extrait

|__Evaluation de la I'activité antioxydante de
I'extrait

|_Matériel animal : Auxis thazard (Thon frégate)

|__Préparation des filets et des lots de poisson: lot
témoin et lot traité avec I'extrait

| _Emballage sous vide

L _Conservation a température de réfrigération

I—Analyse sensorielle des filets : cru et cuit

— Analyses physico-chimiques des filets :

pH, dosage de I'azote basique volatil total (ABVT),
des substances réactives a I'acide thiobarbiturique
(SR-ATB), de I'indice de peroxyde (IP) et des acides
gras libres (AGL)

I Analyses microbiologiques des filets :
Dénombrement de la flore aérobie mésophile totale

(FAMT) : ISO 4833-2 (2013) et des bactéries psy-
chrotrophes : ISO 17410 (2001)

L—Analyse du profil de texture :

Détermination de la dureté, de la compression, de
I’adhérence, de la résilience et de la machabilité

Figure 11: Différentes étapes de |'étude expérimentale.
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Partie 1. Extraction et évaluation des composés phénoliques totaux, des flavonoides et de

I’activité antioxydante de I’extrait naturel d’origan

1.1. Objectifs

Les plantes aromatiques et médicinales constituent une richesse naturelle tres impor-
tante. Les extraits d'origan ont suscité l'intérét des chercheurs comme agents antimicrobiens
et antioxydants naturels. lls renferment de fortes concentrations en composés phénoliques
tels que le carvacrol, le thymol et I'eugénol, qui sont particulierement utilisés comme an-
tioxydants dans les domaines pharmaceutiques, cosmétiques et alimentaires pour leurs ef-

fets bénéfiques pour la santé (Hirasa &Takemasa, 1998).

L'objectif de cette premiere partie expérimentale qui s’inscrit dans le cadre de
I’exploration des ressources naturelles et de la valorisation de la flore Algérienne, consiste a
tester une technique d’extraction des composés phénoliques contenus dans les parties aé-
riennes de I'origan par macération solide/liquide, a I’évaluation du contenu en polyphénols

et en flavonoides totaux et a évaluer I’activité antioxydante de cet extrait.

1.2. Matériel et méthodes

1.2.1. Présentation du matériel végétal et préparation de I’extrait phénolique

Environ 3 Kg de matieres végétales (origan) nouvellement récoltées ont été achetés au
mois de Janvier au niveau du marché local de la ville de Djelfa et ont été identifiées sur le
plan botanique comme étant Origanum majorana L.. Les parties aériennes fraiches d'origan
ont été nettoyées, lavées et séchées a I'obscurité a I'abri de I'"humidité a température am-
biante (< +30 °C) dans le but de préserver au maximum leur intégrité moléculaire (Catier et
Roux, 2007). Les matieres végétales séchées ont été broyées individuellement pour obtenir
une poudre fine et homogeéne (taille des particules = 500 um, I1SO., 1999). Sous cette forme
broyée, la poudre présentera une plus grande surface de contact avec le solvant choisi, per-

mettant ainsi d’améliorer le rendement de I’extraction.

L'extraction employée est une méthode d’extraction de routine dite macération (ex-

traction solide-liquide), elle consiste a laisser séjourner la matiére végétale (broyat) dans un
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solvant pendant une période donnée, pour extraire les composés actifs (Hamia et al., 2014).
L’extraction a été effectuée selon la méthode indiquée par Kenar et al. (2010) avec quelques

modifications ;

Le broyat est macéré dans de I'éthanol absolu (ratio poids/volume : 1 /5) pendant 24 h
a température ambiante. Ensuite, le mélange est filtré sur papier Whatman n°1 (Whatman
International Ltd, Angleterre). Apres filtration, le charbon actif est ajouté au filtrat (20 g de
charbon actif/100 g de matériel végétal) puis éliminé immédiatement du filtrat a I'aide d'un
papier de filtration Whatman n°1. Ensuite, tout |'éthanol est évaporé sous vide a I'aide d’un
évaporateur rotatif (Bliichi Rotavapor) a +50 + 1 °C. L’extrait est pesé et traité a la lumiere UV
(30w, distance d'irradiation de 50 cm) pendant 30 minutes pour réduire la microflore natu-
rellement existante. L’extrait est ensuite dissous de nouveau dans un petit volume d'éthanol
absolu (pour dissoudre les composants liposolubles) et stocké dans un flacon dans

I'obscurité a - 18 °C jusqu'a l'utilisation.

Le rendement exprimé en pourcentage (%) est calculé par la formule suivante :

R= (P / Py) . 100

Ou:

R : représente le rendement de I'extraction en %,
P. : le poids de |'extrait éthanolique aprés évaporation du solvant en gramme,

P, : le poids de la matiere végétale utilisée pour I'extraction exprimé en

gramme.

Trois répétitions ont été appliquées pour chaque extraction et la moyenne fut considé-

rée.

1.2.2. Détermination de la teneur en polyphénols totaux

Le réactif de Folin-Ciocalteu, composé de mélange de |'acide phosphotungstique
(HsPW1,040) et de I'acide phosphomolybdique (HsPMo01,040), est réduit en présence de po-

lyphénols totaux en un mélange d’oxydes bleu de tungstene (Ws0,3) et de molybdene
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(MogOy3). La coloration bleue produite est proportionnelle au taux de polyphénols totaux

présents dans le milieu réactionnel (Ribérau-Gayon, 1968 ; Lapornik et al., 2005).

La détermination de la concentration des phénols totaux dans I'extrait éthanolique
d’origan a été réalisée en utilisant la méthode de Folin-Ciocalteu, telle que décrite par Wa-

terhouse (2002), avec quelques modifications mineures ;

Une solution saturée de carbonate de sodium (Na,COs) a été préparée en dissolvant
20.g de carbonate de sodium anhydre dans 80 ml d'eau distillée. Apres chauffage, la solution
a été refroidie. Aprés 24h de repos a température ambiante, la solution a été filtrée sur pa-
pier Whatman n°® 1 si nécessaire et complétée jusqu’a 100 ml de volume avec de I'eau distil-

lée.

50 mg d’extrait d’origan sont dissous dans 10 ml d'éthanol et 40 ml d’eau ultra-pure

pour obtenir une concentration de 1 mg/ml.

Une solution de référence d’acide gallique a été préparée dans une fiole jaugée de 50
ml en dissolvant 0.25 g d'acide gallique anhydre dans 5 ml d'éthanol absolu et complétée au
trait de jauge avec de I'eau ultra-pure pour avoir une concentration de 5 mg/ ml. De méme
les différentes concentrations d'acide gallique (0, 50, 100, 150, 250 et 500 pg/ml) ont été
obtenues par dilutions successives de cette solution de référence avec de |'eau ultra-pure

(solutions de calibrage).

100 ul de I'extrait et de chaque solution de calibrage a été mélangé, par agitation ma-
nuelle pendant 1-8 min, avec 400 ul de réactif de Folin-Ciocalteu non dilué. Aprés 5 min
d’incubation a I'obscurité et a température ambiante, 500ul de solution saturée de carbo-
nate de sodium ont été ajoutés et la solution a été diluée avec 1.5 ml d'eau ultra-pure. Le
mélange réactionnel a été maintenu a I'obscurité pendant 2 heures a température ambiante

et son absorbance a été mesurée a 765 nm dans un spectrophotométre.

La droite d’étalonnage d’acide gallique a été tracée pour des concentrations comprises

entre 0 et 500 mg /L (figure 12).
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La concentration des composés phénoliques a été estimée a trois reprises a I'aide de
I’équation : .y = a (x) + b, issue de la droite d’étalonnage établie a 'aide de la solution de
référence d’acide gallique ou : « a » représente la pente, « b » 'ordonnée a |'origine de la
droite d’étalonnage et « x » I'absorbance de I'extrait. Les résultats sont exprimés en milli-
grammes (mg) équivalent d’acide gallique par g d’extrait. Les trois répétitions ont été appli-

quées et I'écart type fut calculé.
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Figure 12. Courbe d’étalonnage de I'acide gallique.

1.2.3. Détermination de la teneur en flavonoides totaux

La détermination de la concentration des flavonoides totaux dans I’extrait éthanolique
d’origan a été réalisée en utilisant la méthode décrite par Kim et al. (2003) sans aucune mo-

dification ;

Une solution de chlorure d’aluminium (AICl3) a été préparée dans une fiole jaugée de
10 ml en dissolvant 1 g de chlorure d’aluminium hexa hydraté (AICl5 . 6H,0) dans du métha-

nol. Apres dissolution totale, la fiole a été complétée jusqu’au trait de jauge.

D’autre part, 50 mg d’extrait d’origan sont dissous dans 10 ml d'éthanol et 40 ml d’eau

ultra-pure pour obtenir une concentration de 1 mg/ml.
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Puis, une solution de référence de quercétine a été préparée avec de I'eau ultra-pure
pour avoir une concentration de 1 mg/ml. De méme les différentes concentrations de quer-
cétine (0, 50, 100, 150, 250 et 500 pg/ml) ont été obtenues par dilutions successives de cette

solution de référence avec de |'eau ultra-pure (solutions de calibrage).

0.5 ml de chaque extrait et de chaque solution de calibrage a été mélangé avec 2 ml
d'eau ultra-pure. Au temps zéro (to), 150 pl de solution de nitrite de sodium (NaNO,) a 5 %
ont été ajoutés. Apres 5 minutes d’incubation (ts) dans I'obscurité a température ambiante,
150 pl de solution de chlorure d’aluminium (AICl3) a 10 % ont été ajoutés. Aprés 6 minutes
d’incubation (t11) dans l'obscurité a température ambiante, 1 ml de solution d’hydroxyde de
sodium (NaOH) a 1M a été ajouté. Immédiatement, le mélange réactionnel a été soigneuse-
ment dilué avec 1.2 ml d’eau ultra-pure, et son absorbance a été mesurée a 510 nm dans un

spectrophotometre.

La droite d’étalonnage a différentes concentrations de quercétine a été tracée (figure

13).
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Figure 13. Courbe d’étalonnage de la quercétine.

La concentration des composés flavonoides a été estimée a trois reprises a |'aide de
I’équation : .y = a (x) + b, issue de la droite d’étalonnage établie a I'aide de la solution de
référence de quercétine ol : « a » représente la pente, « b » I'ordonnée a l'origine de la

droite d’étalonnage et « x » 'absorbance de I'extrait. Les résultats sont exprimés en milli-
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grammes (mg) équivalent de quercétine par g d’extrait. Les trois répétitions ont été appli-

guées et I'écart type fut calculé.

1.2.4. Evaluation de I'activité antioxydante

La détermination de I'activité antioxydante de I'extrait éthanolique d’origan a été réa-
lisée en utilisant la méthode du 2,2-diphényl-2-picryl-hydrazyle (DPPH®), telle que décrite par

Stankovi¢ (2011) avec quelques modifications mineures ;

Dans un premier temps, des solutions de I'extrait et de référence (acide ascorbique
comme antioxydant naturel et Butylhydroxytoluene « BHT » comme antioxydant de syn-
thése) ont été préparées en utilisant le méthanol comme diluant pour obtenir une concen-

tration de 0.1 mg/ml.

Puis, différentes concentrations (0, 20, 40, 60, 80 et 100 pg/ml) ont été obtenues par

dilutions successives de ces solutions en utilisant le méthanol comme diluant.

1950 pl de solution méthanolique de DPPH fraichement préparée (1.9 mg DPPH dans
250 ml de méthanol) ont été ajoutés a 50 ul de I'extrait et des solutions de références a dif-
férentes concentrations. Aprés homogénéisation, le mélange réactionnel est rapidement
maintenu a I'obscurité pendant 30 minutes a température ambiante. L’absorbance du milieu

réactionnel a été mesurée a 517 nm a I'aide d’un spectrophotometre.

L'activité anti-radicalaire est estimée en calculant les pourcentages d’inhibition selon la

formule suivante :

Abs Control — Abs l'echantillon
24 Inhibition = . 100
Ahbs Control

Tandis que les valeurs de la concentration d’antioxydant nécessaire pour réduire 50 %
du radical DPPH, appelée aussi concentration inhibitrice 50 % (ICso), ont été calculés a I'aide
de I'équation : y = a (x) + b, issue de la droite du % d’inhibition de DPPH en fonction des dif-
férentes concentrations établies pour chaque solution testée ; Extrait d’origan, BHT et I'acide

ascorbique (figure 14. a, b et c).
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Les résultats sont exprimés en milligrammes (mg) par g d’extrait. Les trois répétitions
ont été appliquées et I'écart type fut calculé. Les courbes de pourcentages d’inhibition de

I’extrait et des différentes solutions témoins ont été tracées.

1.3. Résultats et discussion

1.3.1. Détermination du rendement d’extraction

Les extraits éthanoliques obtenus aprés évaporation étaient de couleur vert foncé avec
une consistance pateuse. Ces extraits ont été pesés pour déterminer le rendement moyen
d’extraction.

Les résultats de la détermination du rendement d'extraction par macération des com-
posés phénoliques rapportés en pourcentage (g d'extrait pour 100 g de plantes séchées) ont
montré que l'extrait d'origan présentait un rendement en composés phénoliques de 8.41 +
0.76 % (poids/poids).

Nos résultats sont similaires a ceux rapportés par Benchikha et al. (2013) qui ont obte-
nu un rendement d’extraction de 8.16 %. Nos résultats sont inférieurs a ceux enregistrés par
Roby et al. (2013) et par Vagi et al. (2005) qui ont obtenu des rendements d’extraction étha-

nolique de 15.21 et 13.35 %, respectivement.

1.3.2. Teneur en polyphénols totaux

La teneur en polyphénols totaux estimée dans I'extrait d’origan en milligrammes (mg)
équivalent d’acide gallique par g d'extrait (mg GAE/g d'extrait) a été déterminée par spec-
trophotométrie en utilisant la méthode de Folin-Ciocalteu. Cette méthode rapide est large-
ment utilisée pour la détermination des composés phénoliques. La détermination de la te-
neur par cette méthode n’est pas une mesure absolue de la quantité des composés phéno-

liques (Sengul et al., 2009).

Les résultats montrent que I'extrait éthanolique d’origan obtenu dans notre étude a
partir des parties aériennes a une teneur en polyphénols totaux de 164.96 + 4.61 mg GAE/g

d'extrait (n=3).
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Ces résultats sont proches de ceux rapportés par Gawlic-Dziki (2012) et Dorman et al.
(2003) qui ont observé une teneur en composés phénoliques totaux de 177.29 et 149.71 mg
GAE/g d'extrait éthanolique d'origan, respectivement. Ces résultats sont inférieurs a ceux
rapportés par Benchikha et al. (2013) qui ont enregistré une teneur en phénols totaux de
266.86 mg GAE/g d'extrait. Par contre, nos résultats sont supérieurs a ceux enregistrés par
Chrpova et al. (2010), Pereira et al. (2012) et Fernandes et al. (2016) qui ont noté des te-
neurs en phénols totaux de 91.40, 72.87 et 48.66 mg GAE/g d'extrait éthanolique d'origan,

respectivement.

1.3.3. Teneur en flavonoides totaux

La teneur en flavonoides déterminée dans notre extrait par la méthode au trichlorure
d’aluminium est rapportée en mg équivalent de quercétine/g d’extrait. Les résultats réve-
lent que I'extrait éthanolique d’origan étudié présente une teneur faible en flavonoides to-

taux estimée a 44.61 + 2.08 mg QE/g d'extrait (n=3).

Ces résultats sont en accord avec ceux rapportés par Gawlic-Dziki (2012) qui a observé
une teneur en composés flavonoides totaux de 42.07 mg QE/g d'extrait d'origan. Nos résul-
tats sont inférieurs a ceux rapportés par Benchikha et al. (2013) qui ont enregistré une te-

neur en flavonoides totaux de 57.55 mg RE/g d'extrait éthanolique d’origan.

Les différences enregistrées dans le rendement d’extraction et dans les teneurs des
composés phénoliques (polyphénols totaux et flavonoides totaux) contenues dans |'extrait

de plante étudiée avec la littérature scientifique pourraient étre dus:

D’une part, aux facteurs extrinseques liés a la plante elle-méme tels que ; l'origine,
I'espece végétale et I'organe considérée. En effet, Smallfield (2001) et Bruneton (1993) rap-
portent que les conditions environnementales et climatiques, le stade et la période de ré-
colte, le cycle végétatif et la technique et la durée de conservation peuvent influencer sur les
rendements d’extraction et les teneurs des composés phénoliques. De plus, les espéeces vé-
gétales n‘ont pas toutes le méme potentiel; certaines familles botaniques offrant des ren-

dements plus élevés que d’autres (Valnet, 1980) ;
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D’autre part, aux facteurs liés a la technique d’extraction utilisée tels que ; la taille des
particules, le choix et la concentration du solvant, I'épuisement, la température, la pression,
le temps, le ratio et la méthode d’extraction (macération, décoction, infusion, hydro distilla-

tion, etc.) (Silva et al., 2007 ; Naczk et Shahidi, 2004).

Il est a signaler que les méthodes de détermination ne donnent pas une image com-
pléte sur la quantité des composés phénoliques dans I'extrait (Singleton et al., 1999).
Linterférence des composés recherchés avec d’autres produits utilisés lors du dosage influe
également sur les résultats finaux, a titre d’exemple la faible spécificité du réactif de Folin-
Ciocalteu est l'inconvénient principal du dosage colorimétrique (Roby et al., 2013 ; Kim et
Lee, 2004). Ce réactif est extrémement sensible a la réduction de tous les groupes
d’hydroxyles, non seulement celles des composés phénoliques, mais également de certains
sucres, protéines, etc. (Gomez-Caravaca et al., 2006). Le dosage par ce réactif donne donc
une évaluation brute de tous les composés phénoliques d’un extrait. Il n'est pas spécifique
aux polyphénols, mais beaucoup de composés peuvent réagir avec le réactif, donnant des
valeurs apparentes élevées (Tawaha et al., 2007). C'est pour cela, qu’une analyse par Chro-
matographie Liquide Haute Performance (CLHP) est intéressante pour la détermination des

constituants phénoliques individuels dans I'extrait.

1.3.4. Evaluation de I’activité anti radicalaire

L’activité antioxydante de |'extrait éthanolique d’origan et des antioxydants naturels et
synthétiques (acide ascorbique et BHT) vis-a-vis du radical DPPH (DPPH°®) a été évaluée a
I’aide d’un spectrophotometre en suivant la réduction de ce radical qui s’accompagne par
son passage de la couleur violette (DPPH®°) a la couleur jaune (DPPH-H) mesurable a 517 nm

(Majhenic et al., 2007).

L’inhibition du radical DPPH® en fonction des différentes concentrations de I’extrait uti-

lisé (origan) et des témoins (acide ascorbique et BHT) est représentée par la figure 15.

Nous constatons, en premier lieu, que le pourcentage d’inhibition du radical libre

augmente avec I'augmentation de la concentration. Les résultats montrent que les deux an-
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tioxydants standards utilisés, a savoir ; I'acide ascorbique et le BHT posseédent une meilleure

activité anti-radicalaire par rapport a I’extrait d’origan.

L'activité anti-radicalaire de I'extrait et des témoins est exprimée en IC 5o, laquelle dé-

finit la concentration efficace du substrat qui cause la perte de 50 % de I'activité du radical

DPPH (figure 16). Plus la valeur de I'IC 5 est faible, plus le substrat est considéré comme un

antioxydant puissant (Stankovi¢., 2011 ; Awa et al., 2018).
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Figure 15. Pourcentages d’inhibition du DPPH en fonction des concentrations utilisées.
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Figure 16. Concentrations de chaque substrat lors de I'inhibition de 50% de I'activité DPPH.
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L’activité anti-radicalaire de I’acide ascorbique est plus puissante que celle du BHT avec
des valeurs IC 5o de 56.04 et 70.53 pg/ml, respectivement. Alors que l'activité anti-
radicalaire de I'origan a une valeur d’IC 5o de 90.04 pg/ml (figure 16). Cependant, Benchikha

et al. (2013) rapportent une valeur de I'lIC 5o de I'ordre de 28.01 pg/ml pour I'extrait d’origan.

Il est difficile de comparer les résultats obtenus a cause de l'influence et la diversité de
plusieurs facteurs qui sont principalement relatifs a la matiere végétale, aux techniques
d’extraction et aux techniques d‘évaluation, qui interférent dans le processus des analyses.
En revanche, quel que soit la marge d’erreur issue de ces différents facteurs, I'extrait obtenu
a partir de notre plante (origan) soumis au test DPPH, posséde une bonne activité antioxy-
dante proche de celles des produits standards utilisés (I'acide ascorbique et le BHT), ceci

serait probablement di aux polyphénols totaux contenus dans I’extrait d’origan.

L’extrait utilisé dans notre étude pourrait ainsi constituer une alternative prometteuse
pour réduire I'auto-oxydation des aliments en général et des produits de la péche en particu-

lier.
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Partie 2. Effet de I’application de I’extrait d’origan sur les paramétres de qualité des filets
de thon frégate conservés dans I’'emballage sous vide a température de réfrigération (31
OC)

2.1. Objectifs

La présente étude propose une nouvelle technique pour la conservation des filets de
poisson comme produit réfrigéré. Pour cette raison, |'effet de I'application de I'extrait d'ori-
gan en combinaison avec I'emballage sous vide sur les parametres de qualité des filets de
thon frégate (Frigate tuna) conservés sous température de réfrigération a été étudié. Les
modifications sensorielles, chimiques, microbiologiques et texturales liées a des criteres de

qualité ont été mesurées.

2.2. Matériel et méthodes

2.2.1. Présentation du matériel animal et conditions d’entreposage

Environ 35 kg de thon frégate (Auxis thazard) capturés en février dans la mer Méditer-
ranée en Turquie ont été achetés au marché local de poisson; et livrés au laboratoire stockés
dans la glace en moins de 6 heures post-capture. La moyenne du poids et de la longueur des
poissons (n = 10) était de 600.21 + 101.01 g et de 33.70 + 1.54 cm, respectivement. Les pois-
sons ont été rapidement éviscérés, ététés, lavés et filetés sans enlévement de la peau. Apres
cela, les filets ont été rincés a I'eau du robinet et divisés au hasard en deux lots. Un lot té-
moin a été gardé sans traitement, et le lot restant a été traité en le plongeant pendant 5 min
dans de I'eau stérile purifiée contenant 0.5 % d'extrait d'origan. La concentration appliquée

de I'extrait d'origan représentait la dose maximale non perceptible par le panel sensoriel.

Les lots non traités (témoins) et traités ont été emballés dans des poches en film de
polyamide (Polinas, Manisa, Turquie) a raison de trois filets par poche en utilisant une condi-
tionneuse sous vide Reepack RV50 (Seriate, Via dell Artigianato, Italie). L'épaisseur du film
était de 90 um tandis que la perméabilité 3 I'eau et a I'oxygeéne était de 8.5 g m™ 24h et de

160 cm® m™ 24h, respectivement.
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Tous les échantillons ont été conservés sous forme de filet intact dans des conditions
de réfrigération (3 + 1 °C). Les prélevements d’échantillons de poissons (Trois paquets de
chaque lot, i.e. neuf filets) sont effectués le 0, 4, 8, 12, 15 et 18° jour de conservation. Toutes
les analyses sensorielles, chimiques, microbiologiques et texturales ont été effectuées en

triple exemplaire dans chacun des muscles blancs et rouges obtenus a partir du méme filet.

2.2.2. Analyse sensorielle

L’analyse sensorielle, appelée aussi sensométrie, est un outil objectif pour mesurer les
perceptions sensorielles lors du contréle de la qualité des produits de la mer. Elle repose sur
I’évaluation de la fraicheur, la dégustation des produits cuits et sur I'analyse statistique des

réponses sensorielles données par le jury de dégustation.

Il est indispensable de noter que I'analyse sensorielle a été portée sur les deux types

de muscles blanc et rouge du méme filet distinctement.
2.2.2.1. Filets crus

L'évaluation sensorielle des filets de thon frégate, conservé sous vide avec ou sans ex-
trait d’origan a été réalisée selon la méthode d'index de qualité (QIM) mise au point par
Ariyawansa et al. (2003) avec quelques modifications. Elle est effectuée sur un échantillon

prélevé selon les recommandations du tableau 6.

Le QIM se compose de cing parametres de qualité relatifs a I'aspect général, odeur,
texture, couleur du filet et odeur d’extrait de plante. Le systeme comporte pour chacun des
parametres quatre descripteurs simples d’inaptitude permettant de définir le degré de frai-
cheur. Le QIM attribue une note de O pour un filet tres frais et une note de plus en plus
grande a mesure que le filet se détériore. Le jury, composé de six évaluateurs formés et sé-
lectionnés pour leurs capacités a discriminer ou a mémoriser les intensités sensorielles, a
inspecté les filets et a enregistré le point d’inaptitude approprié pour chacun des para-
metres. Pour chacun des membres de jury et pour chaque type de chair, les notes de tous les
parameétres sont additionnés pour donner une note global d’inaptitude, appelé indice de

qualité. La note définitive a été obtenue en calculant la moyenne arithmétique des notes des
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six membres de jury. Il a été demandé au membre du jury d'indiquer si les filets étaient ac-

ceptables ou non pour la détermination de leurs durées de conservation.

Tableau 6. Méthode de I'index de qualité pour les filets de thon frégate.

Parameétres de qualité Description Note
1. Apparence géné- < Lustre normal, brillant, combinaison irisée métallique, 0
rale Claire distinction des surfaces supérieure et inférieure
(bleu foncé a noir bleuatre sur le dessus, décoloration
argenté sur le ventre).
* Perte de couleurs vives / lustre disparu, 1
Distinction difficile entre les surfaces supérieure et in-
férieure,
Teinte dorée pale sur la surface inférieure, semi-
blanchie.
¢ Corps global teinté, 2
Une certaine structure musculaire visible,
Les rides de la peau lors de la flexion,
Trés lavé et blanchi.
e Couleur terne, fanée, trouble. 3
2. Odeur * Odeur de fruits de mer frais. 0
e QOdeur neutre a légérement poissonneuse. 1
* Odeur de poisson moyennement rassis / acide (rance). 2
* Odeur pourrie. 3
3. Texture * Ferme, élastique et rebondit rapidement / immédiate- 0
ment sous pression.
¢ Raisonnablement ferme, une certaine perte d'élasticité 1
revient lentement sous |'effet de la pression.
¢ Modérément ferme (plutot), recul partiel sur pression 2
(peut rester).
* Trés mou et flasque. 3
4. Couleur du filet Muscle blanc:
e Légerement rosatre, surface brillante. 0
e Jaunatre, surface terne. 1
* Jaunatre, surface brillante 2
Muscle rouge:
e Grenat brillant. 0
*  Muscle brun brillant. 1
*  Muscle noiratre. 2
5. Odeur de I'extrait * Non perceptible (pas d'odeur). 0
¢ Peu perceptible. 1
e Trés perceptible (intense). 2

Note globale
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2.2.2.2. Filets cuits

Les évaluations sensorielles des filets de thon frégate cuits ont été évaluées selon la

méme méthode de Ariyawansa et al. (2003) sans aucune modification.

Les échantillons de muscles blancs et rouges sont séparés puis cuits durant 3 minutes a

500 Watts dans un four a micro-onde dans des assiettes a usage unique. Les échantillons,

résentés simultanément aux membres du jury qui ont été invités a I'évaluer I'odeur et la
t It t b du jury t ét t I’éval ['od t

flaveur pour chaque type de muscle en utilisant un score de Torry avec une échelle hédo-

nique a huit points (3, qualité la plus médiocre a 10, meilleure qualité) selon des critéres

définis dans le tableau 7. Le critere odeur est immédiatement jugé aprés avoir sorti

I’échantillon du four micro-onde, alors que le critere concernant la flaveur est évalué apres

avoir goQté I'échantillon.

Tableau 7. Score d’évaluation sensorielle pour les filets cuits (Ariyawansa et al., 2003).

Odeur Flaveur Note
Odeur de foie de morue bouillie au Foie de morue bouilli aqueux, mé- 10
départ, tallique.
huile fraiche, féculents
Crustacés, algues, chair bouillie, foie Gras de foie de morue bouilli 9
de morue Doux, charnu, Caractéristiques
Perte d'odeur, Saveurs sucrées et caractéristiques 8
Odeur neutre mais d'intensité réduite.
Copeaux de bois, Neutre 7
Seve de bois,
Vanilline
Lait condensé, Insipide 6
Pommes de terre bouillies
Les odeurs du pot a lait, Trace d'acidité légere 5
comme des vétements bouillis. mauvais go(t (rance)
Acide lactique, lait aigre, Légere amertume, aigre, 4
TMA saveur anormale, TMA

rance
Acides gras inférieurs (acides acétique Fort amer, caoutchouc, 3

ou butyrique, par exemple),
herbe composée, savonneux.

léger sulfure, rance
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2.2.3. Analyses physico-chimiques

2.2.3.1. pH

Les valeurs de pH sont mesurées a I'aide d’un pH-metre (315i, WTW Gmbh, Weinheim,
Allemagne) dans chacun des muscles blanc et rouge issu du méme filet par dispersion de la
chair dans 10 volumes d’eau distillée selon la méthode décrite par Woyewoda et al. (1986)

et le JORADP (2006).

2.2.3.2. Dosage de I’Azote basique volatil total (ABVT)

Le dosage de I'azote basique volatil total (ABVT) permet de déterminer la teneur totale
en azote des bases azotées volatiles (Ammoniac, triméthylamine, etc.) résultant de |la dégra-
dation des composés azotés du poisson lors de |'altération. Le dosage de ’ABVT est détermi-

né selon la méthode d’Antonacopoulos (1973).

Dans un matras de Kjeldahl, 10 grammes de la chair (avec la peau) sont homogénéisés
avec environ 3-4 g d'oxyde de magnésium (MgO) et 2-3 gouttes d'émulsion de silicone an-
timousse. Avant |'analyse de I'échantillon, 10 ml d'acide borique a 3 % (H3BOs) sont ajoutés
avec environ 6-8 gouttes de rouge de méthyle dans un collecteur (Erlenmeyer gradué) et le

mélange est complété a 100.ml de volume avec de I'eau distillée.

Lorsque la distillation est terminée, 200 ml de distillat sont titrés par une solution éta-
lon d'acide chlorhydrique (HCI) 0.1 N (jusqu’au changement de couleur du vert au rouge-
violet) afin de déterminer la teneur en ABVT. Cette teneur est exprimée en milligrammes

d’ABVT pour 100 g de chair selon la formule suivante :

Volume HCl utilisé (ml). 1,4 .100
Poids de l'échantillon (g)

ABVT (mg/100 g de matiére) =

2.2.3.3. Indice de peroxyde (IP)

L'indice de peroxyde (IP) est la mesure des produits primaires d’oxydation lipidiques. Il

est déterminé par la méthode AOCS (1994).
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2.2.3.3.1. Extraction des lipides

L’extraction des lipides totaux est effectuée conformément a la méthode décrite par
Bligh et Dyer (1959). Environ cing grammes d’échantillon sont mélangés avec 100 ml de solu-
tion chloroforme-méthanol (2:1, v/v) a I'aide d’un homogénéisateur du type Ultra-Turrax
pendant 2 minutes. Le mélange obtenu est filtré avec du papier filtre (595%, s 185 mm, Réf-
No. 311647, Schleicher & Schuell GmbH, Einbeck, Germany) puis transféré dans un ballon et
I’'homogénéisé avec 20 ml de solution chlorure de calcium a 0.4 % (CaCl,). Le mélange obte-
nu est gardé hermétiquement fermé pendant une nuit dans I'obscurité et a température
ambiante. Le lendemain et aprés la séparation des deux phases a I'aide d’'une ampoule a
décanter ; la phase supérieure composée de méthanol-eau est éliminée et la phase infé-
rieure composée du chloroforme-lipides est récupérée dans un ballon en verre pour étre
évaporé dans I'évaporateur rotatif (Blichi) a +60 °C jusqu’a assechement. Enfin, mettre le
ballon dans un incubateur a +60 °C pendant 30 minutes puis le refroidir dans un dessicca-

teur.

2.2.3.3.2. Dosage des peroxydes

Chaque gramme de lipide obtenu est solubilisé avec 20 ml de chloroforme (CHCls) et
50 ml de solution d'acide acétique-chloroforme (3:2, v/v). Aprés agitation, la réaction est
initiée par I'ajout d’un millilitre d’une solution aqueuse d’iodure de potassium saturé (KI).
L’ensemble est agité puis scellé et placé 30 minutes a I'obscurité et a température ambiante.
La réaction est stoppée par I'ajout de 100 ml d’eau distillée avec 5-7 gouttes d’amidon a 1 %.
La titration est réalisée par une solution de thiosulfate de sodium a 0.02 N (Na,S,03) dans un
endroit sombre. Le volume correspondant au virage de l'indicateur coloré jusqu’a la dispari-

tion de la couleur bleue permet de déterminer la concentration en peroxydes.

L'indice de peroxyde, exprimé en milliéquivalents de peroxyde d'oxygene par kilo-

gramme de matiere grasse, est calculé en utilisant la formule suivante :

2 (V1— Vo)
Poids de I"échantillon (g)

Indice de peroxide (mEq 02 /kg) =
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ou:
Vo= volume (ml) de thiosulfate de sodium 0.02 M utilisé dans I'essai a blanc

V1= volume (ml) de thiosulfate de sodium 0.02 M utilisé dans la prise d'essai.
2.2.3.4. Dosage des substances réactives a I’acide thiobarbiturique (SR-ATB)

La méthode a I'acide thiobarbiturique est une méthode simple et sensible, permettant
le dosage des composés secondaires de I'oxydation des acides gras polyinsaturés. La mé-

thode utilisée pour notre étude est celle décrite par Tarladgis et al. (1960);

10 g d’échantillon sont pesés dans des matras qui sont déposés dans de la glace pilée
pour limiter I'oxydation. 97.5 ml d'eau distillée et 2.5 ml d'une solution d’HCl 6N sont ajou-
tés. Le mélange est homogénéisé 3 fois pendant 15 secondes a I'aide d’un homogénéisateur
(Ultra-Turrax T50 Homogenizer, IKA, Staufen, Germany). Puis, le mélange est introduit dans
I'appareil de Kjeldahl et le processus de distillation est poursuivi jusqu'a obtention d’un vo-
lume de 200 ml de distillat. 5 ml de distillat sont mis avec 5 ml de réactif TBA a 0.02 M con-
tenu dans l'acide acétique glacial a 90 %. Le mélange final est parfaitement agité puis mis au
bain-marie a + 70 °C pendant 35 minutes. A la sortie du bain-marie, les tubes sont placés
dans un bain d’eau froide. L'absorbance de la solution rose est lue a 535 nm dans un spec-

trophotometre (Lambda™ 25, PerkinElmer, Shelton, CT, USA).

La teneur en acide thiobarbiturique exprimée en équivalent de milligrammes de ma-

londialdéhyde (MDA) par kg de chair est obtenue par la formule suivante :

Teneur en SR-TBA (mg équivalent MDA/Kg de chair) = Absorbance mesurée x 7.8

2.2.3.5. Analyse des acides gras libres (AGL)

La teneur en acides gras libres (AGL) est déterminée selon le protocole décrit dans la
méthode de I’AOCS (1994) par titration acidimétrique des extraits de Bligh et Dyer (1959),

addition d’éthanol et utilisation de la phénolphtaléine comme indicateur.

Pour chaque dosage, 0.5 g de lipides est solubilisé dans 50 ml d’éther diéthylique-

éthanol (1:1, v/v). Aprés agitation, 1 ml de I'indicateur coloré (phénolphtaléine 1 %) est ad-
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ditionné. Ensuite, la titration est réalisée par une solution d’hydroxyde de sodium (NaOH)

0.1 M jusqu'a la persistance d’une couleur rose pour plus de 15 secondes.

La teneur en acides gras libres (AGL), exprimée en % d'acide oléique, est calculée en

utilisant la formule suivante :

(V, —Vp). 2,805
Poids de l'échantillon (g

Teneur enacides gras libres (96 d'acide oléique) =

ou:
Vo= volume (ml) d’hydroxyde de sodium (NaOH) 0.1 M utilisé dans |'essai a blanc,

V1= volume (ml) d’hydroxyde de sodium (NaOH) 0.1 M utilisé dans la prise d'essai,

2,805= facteur de conversion.

2.2.4. Analyses microbiologiques

Les échantillons provenant de chacun des muscles blanc et rouge des deux lots de filet
de thon frégate et destinés aux analyses microbiologiques sont préparés distinctement en

homogénéisant aseptiquement 10 g de la chair avec la peau dans 90 ml de solution de Rin-
ger % (Fluka ; Sigma Aldrich, Switzerland) pendant 2 minutes a I'aide d’'un Stomacher. Le

broyat est alors utilisé pour préparer des dilutions décimales successives en utilisant le

méme diluant selon la norme ISO 6887-3 (I1SO., 2017).

Le dénombrement respectivement de la flore aérobie mésophile totale (FAMT) et les
bactéries psychrotrophes a été déterminé selon la norme ISO 4833-2 (ISO., 2013) et la
norme ISO 17410 (I1SO., 2001) en utilisant le milieu de culture « Plate Count Agar : PCA »
(Fluka 70152, Switzerland). Des aliquotes de 0.1 ml de la suspension mere et de ses dilutions
décimales ont été soigneusement étalées sur la surface de la gélose (ISO., 2013 ; ISO., 2001).
Le dénombrement des bactéries aérobies mésophiles et psychrophiles a été effectué apres
une incubation de 72 h a + 30 °C (ISO., 2013) et de 10 jours a + 6.5 °C (ISO., 2001), respecti-
vement. Les résultats sont exprimés en UFC / g puis transformés en log (UFC / g). Toutes les
analyses ont été effectuées en triple et ont été prélevées sur chacun des muscles blanc et
rouge pour chacun des deux lots.
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2.2.5. Analyse du profil de texture (APT)

Les mesures des changements de texture ont été effectuées conformément a la mé-
thode de Liu et al. (2014). L'APT a été mesuré par un analyseur de texture TAXT équipé
d'une cellule de charge de 50 N et du logiciel Texture Expert, v1.20 (Stable Micro Systems
Ltd, Godalming, Surrey, Royaume-Uni). Les échantillons de muscles blanc et rouge ont été
prélevés distinctement et a partir du méme filet de thon de frégate. Avant l'analyse, les
échantillons ont été équilibrés a température ambiante pendant 30 minutes et découpés en
sections de 35 mm de longueur, de 10 mm de largeur et de 20 + 2 mm de hauteur. Tous les
échantillons ont été séchés avec du papier filtre apres traitement. Un cylindre a bout plat
(P/36R) utilisé avec un diamétre de 35 mm a été pressé dans I’échantillon a une vitesse cons-
tante de 1 mm/s jusqu'a atteindre 50 % de |'épaisseur. Ensuite, la force a été réduite et
I'échantillon a pu récupérer 10 secondes tout en gardant le cylindre en contact avec la sur-
face de I'échantillon. Enfin, la sonde a été enfoncée une deuxieme fois dans I’échantillon et
les valeurs des différents parametres de texture, notamment la dureté, la compression,

I'adhérence, la résilience et la machabilité ont été estimés.

2.2.6. Analyse statistique des résultats

Les valeurs moyennes et les écarts types ont été obtenus a partir de données en triple
exemplaire pour chaque type de muscle et pour chaque traitement. Apres avoir testé la
normalité et I'égalité des variances, les données ont été évaluées a l'aide d'une analyse de
variance suivie du test post-hoc de Duncan afin de réaliser une comparaison multiple des
moyennes pour déterminer les différences significatives a p < 0.05 entre les différents
muscles et les différents traitements. Les analyses statistiques de données relatives a
I’évaluation sensorielle, chimique, microbiologique et du profil de texture ont été réalisées

par le logiciel SPSS (SPSS 19.0 pour Windows, SPSS Inc., Chicago, IL, USA).

2.3. Résultats et discussion
2.3.1. Analyse sensorielle

L'évaluation sensorielle de la chair blanche et rouge crues et cuite issues des filets de
thon frégate stockés sous vide avec ou sans extrait d'origan a été évaluée tout au long des

18 jours de stockage a I'état réfrigéré.
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2.3.1.1. Filet Cru

Les scores sensoriels de démérite des chairs crues du thon frégate sont présentés dans
la figure 17. Le score sensoriel initial des deux chairs était de 0, ce qui représentait une frai-
cheur absolue. La qualité sensorielle a diminué dans chaque type de chair au cours des 18
jours de stockage pour tous les traitements, indiquant la perte progressive de fraicheur pen-
dant la conservation. Aucune différence significative (p > 0.05) n'a été observée entre les
chairs blanche et rouge de chaque traitement. Les parametres de qualité (c.-a-d. luminosité,
texture, odeur et couleur) des deux chairs issues des lots témoins (SV uniguement) étaient
moins bons que ceux des lots traités (origan). Le seuil d’acceptabilité a été défini comme
ayant un score de 8. Les chairs blanche et rouge du lot témoin n'étaient plus acceptables au
12° jour de stockage; ainsi, leur durée de conservation observée n'excédait pas 12 jours

(scores de démérite : 9.13 et 7.81, respectivement).
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Figure 17. Evaluation sensorielle des chairs crues rouge (R) et blanche (B) de filet de

thon frégate au cours du stockage réfrigéré sous emballage sous vide: lot

non traité (témoin), lot traité avec I'extrait (origan).
Les résultats sont exprimés en moyenne + Ecart-type, n = 6. Les écarts types sont indi-

qués par des barres.
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Les résultats de l'analyse sensorielle ont montré que la durée de conservation des
muscles blanc et rouge est affectée par la présence de l'extrait de la plante utilisée.
L’application d'extrait d'origan a prolongé la durée de conservation du muscle blanc de 6
jours supplémentaires par rapport a son homologue non traité et a maintenu l'acceptabilité
du muscle rouge jusqu’a la fin (18e jour) de la période de stockage sous vide (scores de dé-
mérite, 7.79 et 7.11, respectivement). Par conséquent, I'extrait d'origan prolongeait la durée
de vie sensorielle des chairs blanche et rouge du thon frégate et présentait une amélioration
majeure de la qualité sensorielle de la chair rouge par rapport a la chair blanche. Koral &
Kose (2012) ont rapporté que, lors de la réfrigération, la bonite de I'Atlantique entiere avait
une durée de conservation de 7 jours et démontrait que le filetage améliorait les attributs de
qgualité pendant 3 jours de plus que la bonite de |'Atlantique entiere. Thiansilakul et al.
(2011) ont rapporté que pendant le stockage réfrigéré, les filets de petit thon de I'Est embal-
Iés sous vide conservaient une apparence acceptable pendant trois jours supplémentaires
par rapport a ceux conservés dans des emballages sous atmosphere exposée et riche en
oxygene. Mexis et al. (2009) ont signalé que I'utilisation d'huile essentielle d'origan a une
concentration de 0.4 % (p/v) et d'absorbeur d'oxygéne prolongeait la durée de conservation
des filets de truite arc-en-ciel réfrigérés de 3-4 et 9-10 jours, respectivement. Les allonge-
ments observés de |la durée de conservation dans les chairs blanche et rouge du thon frégate
peuvent résulter de l'effet cumulatif de |'utilisation combinée du filetage, de I'emballage

sous vide et de |'extrait de plante pendant le stockage réfrigéré.

2.3.1.2. Filet cuit

Les scores sensoriels des chairs cuites de thon frégates stockées sous emballage sous
vide avec ou sans traitement a I'extrait d’origan ont diminué pendant les 18 jours de stock-
age réfrigéré (3 + 1 °C) (figure 18). Tout au long de I'expérience, aucune différence significa-
tive (p > 0.05) n'a été observée entre la chair blanche et la chair rouge pour chacun des trai-
tements. Cependant, des différences significatives (p < 0.05) ont été observées entre le lot
témoin et le lot traité dans chaque type de chair. Le lot traité a été hautement préféré par le

jury d’analyses en raison de sa saveur appétissante.

Le seuil d’acceptabilité a été défini comme ayant un score de 6. Au fur et a mesure que

la détérioration progressait, la qualité sensorielle des chairs blanche et rouge diminuait jus-
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qu'a ce qu'elles ne soient plus comestibles au 12° jour pour I'échantillon témoin (scores de
démérite, 5.82 et 5.69, respectivement). Toutefois, la limite d'acceptabilité n'a pas été at-
teinte avant le 18 e jour de stockage réfrigéré (3 = 1 °C) dans les chairs blanche et rouge pour
les échantillons conservés sous vide en combinaison avec l'extrait d'origan (scores démérite,
6.71 et 6.73, respectivement). Au moment du rejet par les participants, les scores de démé-
rite des chairs cuites de thon frégate étaient en accord avec leurs homologues crues corres-
pondant a chaque type de chair. Par conséquent, nous pouvons conclure que le traitement
combiné des conditions sous vide, du stockage réfrigéré (3 £ 1 °C) et I'extrait d’origan pour-

raient étre utilisé pour prolonger la durée de conservation des muscles de thon frégate.

B. Témoin
—@— R.Témoin
10 S N e : B. Origan
" - R. Origan
[
b —]
IB 8 =
£
s
o 6 Limite d'acceptabi
©
)
—
S 4-
N
i
0 T T T T T T
0 4 8 12 15 18
Durée de conservation (jours)
Figure 18. Evaluation sensorielle des chairs cuites rouge (R) et blanche (B) de filet

de thon frégate au cours du stockage réfrigéré sous emballage sous vide:

lot non traité (témoin), lot traité avec I'extrait (origan).

Les résultats sont exprimés en moyenne * Ecart-type, n = 6. Les écarts types sont indi-

qués par des barres.
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2.3.2. Analyses physico chimiques
2.3.2.1. Variation du pH et évaluation de la teneur en ABVT

Le tableau 8 résume les moyennes et les écarts-types des valeurs du pH et de I'azote

basique volatil total (ABVT) analysées pour chaque jour de prélevement.

Tableau 8. Effet de I'application de I'extrait d'origan sur le pH, ABVT des muscles blanc et rouge
des filets de thon frégate conservés dans des conditions sous vides a température de réfrigéra-

tion (3 +1 °C).

Durée de con- Parametres pH ABVT (mg per 100 g)

servation (jours) Echantillon Témoin Origan Témoin Origan

0 B 5.69+0.01a,Y 5.69+0.01a,Y 12.82+0.41a,Y 12.82+0.41a,Y
R 5.77+0.02a,X 5.77+0.023,X 17.21+0.84a3,X 17.21+0.843,X

4 B 5.73+0.04a,Y 5.71+0.21a,Y 18.94+0.70a,Y 18.39+2.33a3,X
R 5.89+0.06a,X 5.85+0.09a,X 28.29+0.88a,X 22.37+3.54b,X

8 B 5.8510.043,X 5.77+0.06b,Y 21.41+0.73a,Y 19.8440.35b,X
R 5.8910.033,X 5.81+0.01b,X 22.960.633,X 19.8040.56b,X

12 B 5.87+0.02a,Y 5.86%0.07a,X 19.59+0.04a,X 15.21+0.77b,Y
R 5.93+0.02a,X 5.89+0.06a,X 19.25+0.20b,Y 20.96+0.73a,X

15 B 5.8810.02a3,X 5.76+0.01b,Y 30.65+0.07a,X 25.92+0.64b,X
R 5.9240.023,X 5.85+0.02b,X 30.11+0.28a,Y 25.88+0.69b,X

18 B 5.761£0.02b,Y 5.89+0.04a3,X 26.80+0.71a,Y 23.39%1.23b,X
R 5.82+0.02b,X 5.92+0.02a,X 29.31+0.523,X 24.21+0.22b,X

Les valeurs sont exprimées en moyenne * écart-type, (n = 3).

B: Muscle blanche, R: Muscle rouge.

a, b: Différentes lettres minuscules affectées sur les données dans la méme ligne indiquent une diffé-

rence significative (p < 0.05) entre les traitements dans le méme muscle.

X, Y: Différentes lettres majuscules affectées sur les données dans la méme colonne indiquent une diffé-

rence significative (p < 0.05) entre les deux muscles du méme traitement.

Le pH initial du muscle rouge était nettement plus élevé (p < 0.05) que celui du muscle

blanc (5.77 et 5.69, respectivement). Des valeurs de pH similaires ont été reportées par Gu-

ran et al. (2015) pour le muscle blanc de la bonite (Sarda sarda) et par Junsi et al. (2012)
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pour le muscle rouge du listao (Katsuwonus pelamis). Cependant, ce résultat ne concorde
pas a ceux rapportés par Chaijan et al. (2013) dans lesquels le pH de la méme espéce étudiée
(A. thazard) était plus élevé dans le muscle blanc que dans le muscle rouge, suggérant que le
pH peut varier non seulement entre les muscles blanc et rouge, mais aussi dans la méme
espéce, ce qui pourrait étre d( a divers facteurs tels que la saison, les procédures de récolte,
les conditions biologiques et les méthodes de mise a mort (Mazorra-Manzano et al., 2000).
Pendant toute la période de stockage, les valeurs de pH du muscle rouge étaient significati-
vement plus élevées (p < 0.05) que celui du muscle blanc. Ceci est en désaccord avec les ré-
sultats rapportés par Li et al. (2016) et pourrait s'expliquer par la formation d'acide lactique
(Chaijan et al., 2013), résultant de I'épuisement du glycogéne en tant que source principale
d'énergie dans des conditions anaérobies en raison de l'activité intense produite par le
muscle blanc lors de la capture (Love, 1970 ; Bilinski, 1974 ; Modigh et Tota, 1975 ; George et
Don Stevens, 1978) entrainant une diminution du pH de ce muscle comparé au muscle
rouge. Quel que soit le lot, les variations de pH ont eu la méme tendance dans le muscle
blanc et le muscle rouge au cours du stockage. Cependant, des augmentations significatives
(p < 0.05) suivies d'une diminution de la valeur du pH ont été observées jusqu'au 12° et 15°
jour dans les échantillons des lots traités et non traités, respectivement. L’'augmentation du
pH peut étre attribuée a I'accumulation de composés alcalins tels que I'ammoniac et la tri-
méthylamine, principalement produits par les bactéries responsables de |la dégradation du
poisson (Ruiz-capillas et Moral, 2005) et / ou a la production d’amines biogenes (Krizek et al.,
2004 ; Geng et al., 2013). La diminution de la valeur du pH peut étre causée par la décompo-
sition anaérobie du glycogéne dans le poisson (Song et al., 2011). La comparaison entre les
différents lots a montré que les filets conservés uniquement sous vide (témoin) dévelop-
paient dans les deux muscles, une valeur de pH supérieure (p < 0.05) a celle des individus
correspondants traités a I'extrait d'origan aux 8°, 15° et 18° jours. Aucune différence (p >
0.05) n'a été observée entre les lots aux 4° et 12° jours dans les muscles blancs et les muscles
rouges. En fin de stockage, les valeurs de pH du lot témoin étaient significativement (p <
0.05) inférieures a celles du lot traité, ce qui aurait pu étre causé par la production d'acide
lactique a partir de la croissance de bactéries lactiques (Li et al., 2016). A partir de ces résul-

tats, il est difficile de conclure que l'utilisation de I’extrait d’origan en association avec
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I’emballage sous vide peut avoir une incidence sur la valeur du pH. Le parametre pH n’est

donc pas utile en tant qu’indice physico-chimique de la qualité.

L’azote basique volatil total résulte de la dégradation bactérienne et/ou autolytique
des protéines du poisson (Huss, 1995). Sa détermination est souvent utilisée comme un indi-
cateur de la détérioration de la chair du poisson cru (Erkan et al., 2007) et dépendent large-

ment de la méthode d'analyse (Kuley et al., 2012).

Les valeurs initiales de I’ABVT étaient significativement (p < 0.05) plus faibles dans le
muscle blanc que dans le muscle rouge (12.82 et 17.21 mg/100 g, respectivement). Ces va-
leurs concordent avec celles reportées par Liu et al. (2014) et par Oksuz et al. (2008) pour le
listao (K. pelamis) et la bonite (S. sarda), respectivement, et qui ont démontré que la quanti-
té de I'’ABVT était beaucoup plus élevée dans le muscle rouge que dans le muscle blanc au
méme niveau de fraicheur. Dans notre étude, les valeurs de I’/ABVT ont montré une tendance
a augmenter avec le temps dans les deux types de muscles pour tous les échantillons embal-
lés jusqu'au 15° jour, suivie d'une diminution qui pourrait dénoter la faible activité bacté-
rienne a la fin de la période de stockage. Le taux d'augmentation de 'ABVT dans les muscles
blanc et rouge était en accord avec le taux d'augmentation des bactéries mésophiles et psy-

chrophiles.

L'analyse statistique des données de I’ABVT a montré des différences significatives (p <
0.05) entre les muscles blanc et rouge du lot témoin, alors qu'aucune différence significative
(p > 0.05) n'a été observée entre les deux types de muscles du lot traité (origan) a chaque
jour de prélevement. Pendant toute la période de stockage, les valeurs de ’ABVT du lot té-
moin étaient significativement plus élevées (p < 0.05) dans le muscle rouge que dans le
muscle blanc, ce qui indique que le muscle rouge s'est détériorée plus rapidement que le
muscle blanc. Cependant, dans les deux types de muscles, les lots traités (origan) produi-
saient des valeurs d’ABVT considérablement inférieures (p < 0.05) par rapport a leurs homo-
logues conservés dans un emballage sous vide (lot témoin). La réduction significative de la
valeur de 'ABVT dans les lots traités peut étre attribuée a I'effet combiné de I'emballage
sous vide avec les propriétés antibactériennes des composés phénoliques de I'extrait d'ori-

gan tels que le carvacrol et le thymol (Burt, 2004).
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Plusieurs auteurs ont signalé que le seuil d'acceptabilité du filet de poisson frais était
de 30 mg ABVT/100 g (Koral et al., 2012 ; Liu et al., 2014). Koral et al. (2012) ont rapporté
que les valeurs de ABVT atteignaient la limite d'acceptabilité a 35.37 mg / 100 g le 5° jour,
alors que Erdem et al. (2009) ont signalé que la valeur de ABVT atteignait la limite d'accep-
tabilité le 6° jour avec une valeur de 30.40 mg / 100 g sans qu’ils spécifient le site de prélé-
vement a partir des bonites (Sarda sarda) stockée a température de réfrigération. Seules les
muscles du lot témoin ont dépassé la limite établie le 15° jour avec des valeurs d’ABVT de
30.65 et 30.11 mg/100 g pour le muscle blanc et le muscle rouge, respectivement. Cepen-
dant, les valeurs de ABVT du lot traité étaient inférieures a cette limite jusqu'a la fin du
stockage. Ces résultats indiquent que I’ABVT est un indice approprié pour mesurer la dété-

rioration des filets du thon frégate conservées en sous vide a température de réfrigération.

2.3.2.2. Oxydation des lipides

Le tableau 9 résume les teneurs de l'indice de peroxyde et I'acide thiobarbiturique

pour chaque jour de prélevement.
2.3.2.2.1. Evaluation de l'indice de peroxyde (IP)

L'indice de peroxyde (IP) a été employé pour déterminer les premiers stades de |'oxy-
dation des graisses qui limite la durée de conservation des produits de péches (Melton,
1983). Les valeurs initiales de I'indice peroxyde des filets maintenues sous vide dans des en-
trepots réfrigérés étaient 2.61 et 1.45 mEq O,/kg pour les muscles blanc et rouge, respecti-
vement. Sohn & Ohshima (2010) ont rapporté que les niveaux de peroxydes lipidiques des
muscles du thon listao (Katsuwonus pelamis) étaient plus élevés dans le muscle rouge que
dans le muscle blanc pendant les 72 heures de stockage dans la glace. De plus, George &
Bokdawala (1964), Bilinski & Jonas (1964) et Dean (1969) ont indiqué que, dans des condi-
tions In-vitro, le muscle rouge avait une capacité d'oxydation des acides gras considérable-

ment plus élevée que le muscle blanc.

Comme indiqué dans le tableau 9, pendant presque toute la période de stockage, les
valeurs de peroxydes dans le muscle blanc étaient nettement plus élevées (p < 0.05) que

dans le muscle rouge et ne dépassaient pas la limite préétablie de 20 mEq 02 / kg de la
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graisse dans tous les échantillons emballés pendant toute la période de stockage, ce qui peut

étre attribué a I'utilisation de filets intacts et des conditions sous vides.

Tableau 9. Effet de I'application de I'extrait d'origan sur I'indice peroxyde et I'acide thiobarbitu-
rique des muscles blanc et rouge des filets de thon frégate conservés dans des conditions sous

vides a température de réfrigération (3 + 1 °C).

Durée de Parameétres IP (mEq O./kg) ATB (mg MDA/kg)

conservation

(jours) Echantillon Témoin Origan Témoin Origan

0 B 2.61+0.23a,X 2.61+0.23a,X 0.56+0.01a,Y  0.56+0.01a,Y
R 1.45+0.20a,Y 1.45+0.20a,Y 0.64+0.01a,X  0.64+0.01a,X

4 B 3.83+0.043,X 2.60+0.73b,X 0.84+0.04a,X 0.83+0.023,X
R 1.88+0.07a,Y 1.91+0.19a,X 0.57£0.02b,Y 0.64+0.03a,Y

8 B 6.33+1.153,X 2.00£0.33b,X 0.91+0.06a,X 0.7810.06b,X
R 0.99+0.02a,Y 1.03+0.00a,Y 0.66+0.01a,Y  0.65+0.01a,Y

12 B 3.23+0.263,X 2.06£0.35b,X 1.46+0.013,X 0.84+0.02b,X
R 1.62+0.01a,Y 0.9410.02b,Y 1.12+0.01a,Y 0.771£0.01b,Y

15 B 4.37+0.993,X 2.57+0.08b,X 0.89+0.013,X 0.5810.01b,X
R 5.32+0.25a,X 2.55+0.09b,X 0.63+0.02a,Y  0.55+0.01b,Y

18 B 5.27+0.65a,X 2.0740.05b,X 1.28+0.02a,X  0.85+0.02b,X
R 2.1610.04a,Y 2.03+0.16a,X 1.31#0.01a,X  0.72+0.12b,Y

Les valeurs sont exprimées en moyenne * écart-type, (n = 3).

B: Muscle blanc, R: Muscle rouge.

a, b: Différentes lettres minuscules affectées sur les données dans la méme ligne indiquent une différence
significative (p < 0.05) entre les traitements dans le méme muscle.

X, Y: Différentes lettres majuscules affectées sur les données dans la méme colonne indiquent une diffé-
rence significative (p < 0.05) entre les deux muscles du méme traitement.

Certaines réactions se produisent juste aprés le filetage du poisson (Richards et al.,
1998). Dans les filets intacts, la peau et les muscles blancs retiennent la quasi-totalité de la
surface qui rentre en contact avec l'air et offrent un environnement protecteur pour le
muscle rouge, ce qui signifie que le muscle blanc a une plus grande surface qui entre en con-

tact avec I'oxygene. Ainsi, le muscle blanc consomment beaucoup d'oxygene et I'empéchent
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d'atteindre le muscle rouge et par conséquent, la disponibilité en oxygene a la surface du
muscle blanc est nettement supérieure, ce qui le rend beaucoup plus exposé a I'oxydation
des lipides que le muscle rouge dans le filet intact. Ceci est soutenu par Koral et al. (2012),
qui ont rapporté que le filetage (seule) augmente I'oxydation des lipides, et aussi par Un-
deland et al. (1998) qui ont signalé que le muscle rouge stocké dans un filet intact de hareng
présentait une dégradation oxydative plus faible que lorsqu'il était stocké séparé de la peau
et le muscle blanc. De plus, I'emballage sous vide impliquait I'élimination complete de I'oxy-
gene avec un scellement hermétique et empéchait le filet d'étre en contact direct avec I'O,,
ce qui entrainait une réduction significative de I'oxydation des lipides pendant le stockage

(Kang et al., 2014 ; Johnson et Decker, 2015).

Dans la présente étude, le conditionnement sous vide avec I'extrait de plantes a réduit
de maniére significative la formation de peroxyde (p < 0.05) dans les deux types de muscles
et notamment dans le muscle rouge, ce qui suggere que I'extrait de plante utilisé en combi-
naison avec le conditionnement sous vide sont efficaces pour retarder la peroxydation des
lipides dans les muscles blanc et rouge des filets de thon frégate conservés a la température
de réfrigération. En revanche, dans le muscle rouge, aucune différence (p > 0.05) n'a été
observée jusqu’au 8° jour de la période de stockage entre tous les traitements. Cette stabili-

té observée dans le muscle rouge peut étre liée a l'utilisation du filet intact.

Ces résultats montrent que I'effet majeur sur la réduction des valeurs de l'indice de pe-
roxyde est lié a l'utilisation du conditionnement sous vide. Cependant, la présence d'extrait
d'origan dans I'emballage sous vide a conduit a une réduction supplémentaire de la peroxy-
dation des lipides et a donné des valeurs plus faibles en peroxyde dans les deux types de

muscles du poisson.

2.3.2.2.2. Evaluation des substances réactives a I’acide thiobarbiturique

La valeur de I'acide thiobarbiturique (ATB) est un indice secondaire de I'oxydation lipi-
digue qui mesure le contenu en malondialdehyde (MDA). La présence de MDA est un com-
posé secondaire d'oxydation résultant de la décomposition des hydroperoxydes lipidiques
formés lors du procédé d'oxydation des acides gras polyinsaturés (Kostaki et al., 2009 ; Pan-

tazi et al., 2008 ; Fan et al., 2008 ; Goulas et Kontominas, 2006 ; Fernandez et al., 1997). Des
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valeurs d’ATB initiales plus élevées ont été enregistrées dans le muscle rouge que dans le
muscle blanc (tableau 9), ce qui pourrait étre di a des teneurs plus élevées en lipides et en
acides gras insaturés dans le muscle rouge. De méme, Koral et al. (2012) ont observés des
valeurs similaires (0.54 mg MDA / kg) dans le muscle blanc de la bonite Atlantique. Cepen-
dant, Mazorra-Manzano et al. (2000) ne supportent pas les valeurs de notre ATB car ils ont
trouvés un niveau initial plus élevé, a savoir 1 mg de MDA / kg pour les muscles blanc et
rouge non séparées du filet de bonites noires. Les valeurs plus faibles de I’ATB observées
initialement dans les muscles blanc et rouge suggerent que dans notre poisson frais, |'oxyda-
tion secondaire des lipides ne s'est pas produite lors de la manipulation post mortem. A par-
tir du 4° jour de stockage, la teneur en ATB du muscle blanc était significativement plus éle-
vée (p < 0.05) que celle du muscle rouge pendant toute la période de stockage. Ce qui con-
tredit Sohn et al. (2005) qui ont rapporté que les valeurs de I’ATB étaient plus élevées dans
le muscle rouge que dans le muscle blanc de la limande a queue jaune. Ces changements
observés dans la teneur en ATB suggerent que les taux de décomposition des hydrope-
roxydes étaient plus rapides dans le muscle blanc que dans le muscle rouge, ce qui pourrait
étre da a l'utilisation du filet intact avec I'élimination de I'oxygéne. Dans la présente étude,
la teneur en MDA dans tous les échantillons a montré des fluctuations dans les deux types
de muscles; il y a une tendance vers une augmentation des valeurs de I’ATB jusqu'a un cer-
tain point pendant la période de stockage, suivie d'une diminution de ces valeurs, ce qui si-
gnifie que ces valeur ne sont pas stables pendant de longues périodes (Fernandez et al.,
1997). L'augmentation de I’ATB indique la formation de produits secondaires d'oxydation
lipidigue (Kolakowska, 2002), tandis que la diminution de ces valeurs peut représenter la
dégradation du malonaldehyde en raison de la dégradation tertiaire (Pezeshk et al. 2011).
Pratiquement a chaque jour de prélevement et quel que soit le type de muscle, des valeurs
de I’ATB plus élevées significativement (p < 0.05) ont été observées dans lot témoin par rap-
port a leurs homologues traités. Néanmoins, un résultat inverse a été observé uniquement

dans le muscle rouge des échantillons le 4° jour.

Diverses limites d'acceptabilité ont été rapportées pour cet indice. Selon Fan et al.
(2008), des valeurs de I’ATB de 1 a 2 mg de MDA / kg de chair de poisson sont généralement
considérées comme la limite au-dela de laquelle les poissons développent normalement un
go(lt inacceptable. Dans notre étude, les valeurs de I’ATB dépassaient 1 mg de MDA / kg
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dans les muscles blanc et rouge du lot témoin au 12° jour de stockage. Nos résultats ne con-
cordent pas avec ceux rapportés par Koral et al. (2012), qui ont démontré que le filetage seul
n'était pas suffisant pour améliorer les valeurs de I’ATB de la bonite de I'Atlantique qui dé-
passaient la limite d'acceptabilité au deuxieme jour de stockage au réfrigérateur, ni avec
ceux rapportés par Salmi & Sadok (2008), qui ont indiqué que les valeurs de I’ATB ne dépas-
saient pas cette limite a 18 jours de stockage des filets de thon emballés sous vide au réfri-
gérateur. En conséquence aux résultats de I’ATB, I'utilisation d'extrait d'origan en combinai-
son avec un emballage sous vide a été efficace pour retarder la formation de I’ATB dans les
muscles blanc et rouge du filet de thon frégate, et peut contribuer a améliorer la stabilité a

I'oxydation et a obtenir des valeurs d’ATB plus faibles tout au long de la période du stockage.

2.3.2.3. Hydrolyse des lipides (analyse des acides gras libres)

Les acides gras libres (AGL), indicateurs de I'activité hydrolytique, peuvent s'accumuler
pendant le stockage et par conséquent accélérer la détérioration de la qualité des produits
de la mer (Etemadi et al.,, 2013 ; Shewfelt, 1981). La libération des AGL peut augmenter
I'oxydation des lipides et le développement de saveurs désagréables et induire indirecte-
ment des changements de texture dus a la dénaturation des protéines (Shewfelt, 1981), qui

sont largement associées a la perte de fraicheur (Rodriguez et al., 2006).

Les valeurs initiales en AGL des filets du thon frégate étaient de 3.73 et 11.54 (%
d'acide oléique) dans les muscles blanc et rouge, respectivement. Dans notre étude, la te-
neur en AGL augmentait avec le temps (tableau 10) ce qui pouvait étre attribuée a l'activité
lipase et phospholipase (Mazorra-Manzano et al., 2000 ; Whittle et al., 1990). Tout au long
de la période de stockage, et indépendamment de ['utilisation ou non d'extraits de plantes,
I'hydrolyse des lipides était significativement plus élevée (p < 0.05) dans le muscle rouge que
dans le muscle blanc. Cela pourrait étre di a la plus grande teneur en lipides et a |'activité
enzymatique présente dans le muscle rouge que dans le muscle blanc. Cependant, des dimi-
nutions notables, suivies d'une augmentation, ont été observées que dans le muscle rouge
aux 4° et 12° jours de stockage ce qui pourrait étre lié a I'oxydation accrue des lipides, a
I'interaction avec les protéines et / ou pourrait étre attribuable a la croissance de certains
micro-organismes utilisant les AGL comme source d’énergie (Anderson et Ravesi, 1968). Par

contre, a chaque jour du prélevement, I'application d'extraits de plantes a eu un effet signifi-
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cativement important sur le développement de I'hydrolyse des lipides dans le muscle blanc
et le muscle rouge et était significativement plus élevée (p < 0.05) dans lot témoin que dans
leurs homologues ou I'extrait de plante a été employé. Ces résultats peuvent étre attribués a
I’effet des composés phénoliques de I'extrait d’origan qui inhibent I'action enzymatique libé-
rant les AGL. En outre, I'utilisation de I'effet protecteur de I’extrait d’origan en combinaison
avec I'emballage sous vide a eu un effet synergique retardant la formation de AGL dans les

muscles du filet de thon frégate.

Tableau 10. Effet de I'application de |'extrait d'origan sur I’évolution des acides gras libres
(AGL) des muscles blanc et rouge des filets de thon frégate conservés dans des conditions

sous vides a température de réfrigération (3 + 1 °C).

Durée de conservation Parameétre AGL (% acide oléique)

(iours) Echantillon Témoin Origan

0 B 3.73+0.053,Y 3.73+0.05a,Y
R 11.54+0.153,X 11.54+0.153,X

4 B 6.55+0.30a,Y 5.45+0.06b,Y
R 9.4740.833,X 6.96+0.20b,X

8 B 7.80£0.17a,Y 5.75+0.40b,Y
R 18.83+0.90a,X 14.43+0.52b,X

12 B 8.28+0.24a,Y 6.61+0.19b,Y
R 15.6540.833,X 12.7540.41b,X

15 B 8.4240.033,Y 7.61+0.18b,Y
R 18.2540.06a,X 13.9940.11b,X

18 B 10.30+0.04a,Y 7.511£0.01b,Y
R 20.53+0.373,X 15.75+0.02b,X

Les valeurs sont exprimées en moyenne * écart-type, (n = 3).

B: Muscle blanc, R: Muscle rouge.

a, b: Différentes lettres minuscules affectées sur les données dans la méme ligne indiquent une diffé-
rence significative (p < 0.05) entre les traitements dans le méme muscle.

X, Y: Différentes lettres majuscules affectées sur les données dans la méme colonne indiquent une
différence significative (p < 0.05) entre les deux muscles du méme traitement.
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2.3.3. Analyses microbiologiques

Le tableau 11 représente I'évolution de la croissance microbienne dans les muscles du
thon frégate lors du stockage réfrigéré dans des conditions de vide pour tous les traite-

ments.

Tableau 11. Effet de I'application de I'extrait d'origan sur les bactéries aérobies mésophiles et les
bactéries psychrotrophes dans les muscles blanc et rouge des filets de thon frégate conservés dans

des conditions sous vides a température de réfrigération (3 + 1 °C).

Bactéries aérobies mésophiles Bactéries psychrotrophes

(log UFC/g) (log UFC/g)

servation

(jours) Echantillon  Témoin Origan Témoin Origan

0 B 2.59+0.16a,Y 2.59+0.16a,Y 2.95+0.06a,X  2.95+0.06a,X
R 3.3140.153,X 3.3140.153,X 2.86+0.10a,X 2.86+0.10a,X

4 B 3.55+0.08a,X 2.79+0.43b,X 3.7440.31a,X 3.19+0.15b,X
R 3.8240.20a,X 3.31+0.21b,X 3.5610.323,X 3.32+0.363,X

8 B 3.89+0.36a,X 3.35+0.32b,Y 4.12+0.123,X 3.3210.28b,X
R 4.01+0.06a,X 3.87+0.193,X 3.89+0.16a,X 3.59+0.253,X

12 B 5.0740.233,X 4.3610.31b,X 4.8510.42a,X 4.1540.21b,X
R 4.9310.133,X 4.3610.33b,X 4.6410.30a,X 4.0240.05b,X

15 B 7.05+0.043a,X 5.57+0.10b,X 5.75+0.21a,X 5.36+0.32a,X
R 6.74+0.38a,X 5.11+0.12b,Y 6.04+0.08a,X  5.10+0.17b,X

18 B 7.3910.17a,X 5.4310.24b,X 5.93+0.10a,X  5.39+0.07b,X
R 7.6210.143,X 5.29+0.11b,X 6.01+0.233,X 5.56+0.09b,X

Les valeurs sont exprimées en moyenne * écart-type, (n = 3).

B: Muscle blanche, R: Muscle rouge.

a, b: Différentes lettres minuscules affectées sur les données dans la méme ligne indiquent une différence
significative (p < 0.05) entre les traitements dans le méme muscle.

X, Y: Différentes lettres majuscules affectées sur les données dans la méme colonne indiquent une diffé-
rence significative (p < 0.05) entre les deux muscles du méme traitement.

Les charges initiales relevées des bactéries aérobies mésophiles des filets conditionnés
sous vide étaient significativement faibles (p < 0.05) dans le muscle blanc que dans le muscle
rouge (2.59 et 3.31 logyo UFC / g pour les muscles blanc et rouge, respectivement). Guran et
al. (2015), Koral et al. (2012) et Mbarki et al. (2008) rapportent des résultats similaires sans

spécifier le site de préléevement de filet de bonite de I'Atlantique (S. sarda). Les faibles
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charges initiales obtenues dans cette étude indiquent la bonne qualité de poisson et pour-
raient étre dues a |'effet du lavage a I'eau du robinet lors du filetage. La numération micro-
bienne augmentait significativement (p < 0.05) avec la durée de conservation de tous les
échantillons. Au cours de la période de stockage, I'analyse statistique a indiqué que les taux
des bactéries mésophiles ne sont pas affectées (p > 0.05) par le type du muscle dans tous les
traitements, méme dans le lot témoin, probablement en raison de I'exclusion de I'oxygene
de I'emballage. Cependant, les bactéries mésophiles se sont développées plus rapidement
dans les lots témoins que dans les lots traités, indiquant un effet antibactérien de I'extrait de

la plante utilisé sur les filets de poisson.

Les bactéries psychrotropes constituent le groupe principal de microorganismes res-
ponsables de la détérioration des produits frais de mer (Gram et Huss, 1996). Les faibles taux
initiaux des bactéries psychrotrophes présentent dans les filets de thon de frégate emballés
sous vide étaient respectivement de 2.95 et 2.86 log;g UFC / g pour les muscles blanc et
rouge. Le taux des bactéries psychrotrophes était significativement supérieur au taux des
bactéries aérobies mésophiles, comme rapporté par Etemadi et al. (2013), indiquant que les
bactéries psychrotrophes prédominaient la flore bactérienne du poisson (Duan et al., 2010).
Pendant toute la période de stockage, aucune différence significative (p > 0.05) n'a été ob-
servée entre les taux des bactéries psychrotrophes des muscles blanc et rouge. Cependant,
pendant presque la période de stockage, le taux de bactéries psychrotrophes dans les
muscles blanc et rouge du lot traité était inférieur a celui de leurs homologues provenant du

lot témoin, indiquant un effet antibactérien de I'extrait d'origan sur les filets de poisson.

La limite d'acceptabilité microbiologique établi ICMSF (1986) est de 7 logio UFC / g
pour le poisson frais. Néanmoins, plusieurs auteurs ont rapporté que la numération des bac-
téries mésophiles pouvait constituer un critere utile pour estimer le risque pour la santé de
la présence d'histamine dans les poissons (Koral et al., 2012). Ozyurt et al. (2011) ont signalé
une bonne corrélation entre la teneur en histamine et la numération mésophile des bacté-
ries. Du et al., 2002 ont également observé que la teneur en histamine augmentait rapide-
ment avec le temps et au-dela du niveau maximum admissible d'histamine fixé par la FDA
(2011) (5 mg / 100 g de poisson), lorsque le taux des bactéries mésophiles atteignait 6 logig
UFC/ g.
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Les taux des bactéries mésophiles et psychrotrophes ont dépassé cette limite dans les
deux muscles du lot témoin uniquement le 15° jour de stockage. Ces résultats indiquent que
la combinaison du filetage, des propriétés antibactériennes des composés phénoliques de
cet extrait de plante utilisé et de I'élimination de I'oxygéne des emballages a eu un effet bé-
néfique sur la réduction de la croissance des bactéries mésophiles et psychrotrophes pen-
dant le stockage réfrigéré. D'autre part, la petite taille que procure le filet permet un refroi-
dissement plus rapidement par rapport au poisson entier. De plus, le filetage augmentait
également la surface et le contact avec l'air froid ainsi que les composés phénoliques. Quel
gue soit le type de muscle, une extension de la durée de conservation supérieure a 3 jours a
été observée pour les lots traités avec de |'extrait d'origan par rapport aux lots témoins,

comme indiqué précédemment par les évaluations sensorielles et I'ABVT.

2.3.4. Variation de la texture / Analyse de profil de texture

Les tableaux 12, 13 et 14 résument les moyennes et les écarts-types des valeurs de la
dureté, la souplesse, I'adhésivité, la machabilité et la résilience analysées pour chaque jour

de prélévement.

L'analyse de profil de texture fait partie des attributs les plus importants pour
I’évaluation de la fraicheur du poisson en reproduisant I'action de la machoire (Abreu et al.,
2016 ; Cheng et al., 2014). L’analyse de profil de texture est influencée dans la méme espéce
par plusieurs facteurs, notamment la taille et I’'dge du poisson, la teneur en graisse, la densi-
té des fibres musculaires, la méthode d'abattage et par d’autres facteurs post mortem tels
que le rigor mortis, la protéolyse, les conditions microbiologiques et les conditions de stock-

age (Zhao et al., 2016).

La dureté, appelée également fermeté, est un indice vital qui dépend principalement
de la structure du tissu conjonctif (Casas et al., 2006). Déterminée lors de la premiere com-
pression, la dureté est la force nécessaire pour créer une déformation musculaire donnée
(Martin et al., 2007). Dans tous les cas, la dureté a été significativement réduite (p < 0.05)
pendant la durée de stockage, ce qui indique que I'emballage sous vide ne peut pas mainte-
nir la fermeté du filet a un niveau stable. Ce fait pourrait étre di au faible pH causant une

dénaturation des protéines musculaires (Dunajski, 1979). Les valeurs de dureté du muscle
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blanc étaient significativement plus élevées (p < 0.05) que celles du muscle rouge. Ces diffé-
rences entre la dureté des deux muscles pourraient étre dues aux différences de composi-
tion (protéines, teneur en graisse et en eau) et a 'activité enzymatique. En outre, le muscle

rouge a une activité protéolytique supérieure au muscle blanc (Shimizu et al., 1992).

Tableau 12. Effet de l'application de I'extrait d'origan sur dureté et la souplesse des
muscles blanc et rouge des filets de thon frégate conservés dans des conditions sous vides

a température de réfrigération (3 £ 1 °C).

Durée de con-

) Parametres Dureté Souplesse

servation

(jours) Echantillon Témoin Origan Témoin Origan

0 B 45.17+0.05a,X  45.17+0.053,X 1.90+0.03a,Y  1.90£0.03a,Y
R 45.02+0.11a,X  45.02+0.11a3,X 1.97+0.02a,X 1.9740.02a,X

4 B 44.49+0.37b,X  45.08+0.053,X 1.59+0.03a,Y 1.65+0.14a,X
R 43.11+0.10b,Y  43.94+0.10a,Y 1.98+0.01a,X  1.75+0.04b,X

8 B 40.080.81b,X  42.22+0.08a,X 1.70£0.02a,X  1.72+0.04a,X
R 38.14+0.08b,Y  39.14+0.05a,Y 1.70+0.02a,X  1.71+0.033,X

12 B 38.7610.28b,X  41.06+0.05a3,X 1.62+0.05b,X  1.75+0.06a,X
R 37.56+0.50b,Y  39.14+0.15a,Y 1.67+0.02a,X 1.7140.02a,X

15 B 35.2940.26b,X  40.03%0.113,X 1.53+£0.03b,X  1.64+0.03a,X
R 33.2840.14b,Y  35.45%0.27a,Y 1.63+0.07a,X  1.65+0.02a,X

18 B 30.28+0.24b,X  35.84+0.18a,X 1.42+0.04a,Y  1.53+0.14a,X
R 28.05+0.21b,Y  31.65+0.31a,Y 1.57+0.02a,X  1.48+0.02b,X

Les valeurs sont exprimées en moyenne * écart-type, (n = 3).

B: Muscle blanche, R: Muscle rouge.

a, b: Différentes lettres minuscules affectées sur les données dans la méme ligne indiquent une
différence significative (p < 0.05) entre les traitements dans le méme muscle.

X, Y: Différentes lettres majuscules affectées sur les données dans la méme colonne indiquent une
différence significative (p < 0.05) entre les deux muscles du méme traitement.

Les muscles rouge et blanc prélevées des lots témoins étaient significativement
(p < 0.05) plus mous que leurs homologues traités tout au long de la période de stockage, ce
qui indique que l'utilisation de |'extrait d'origan en combinaison avec I'emballage sous vide
permet d'éviter le ramollissement des muscles de poissons et d'améliorer la dénaturation

des protéines au cours du stockage réfrigéré.
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La souplesse est la propriété de récupération de la hauteur du muscle de poisson entre
la fin du premier et le début des secondes compressions (Martin et al., 2007). L'élasticité a
diminué au fil du temps dans toute I’expérience et pourrait étre attribuable aux cathepsines
(Li et al., 2017). Au jour O, la valeur d'élasticité du muscle blanc était significativement
(p < 0.05) inférieure a celle du muscle rouge. Cependant, aucune différence significative
(p < 0.05) de la souplesse des muscles blanc et rouge n'a été observée pendant le reste de la
période de stockage. Aucune différence significative (p > 0.05) dans les valeurs de souplesse
des deux traitements n'a été observée tout au long de I'expérience. Ces résultats indiquent
gue l'extrait d'origan a un effet majeur sur la réduction de la souplesse du muscle rouge uni-

quement.

Tableau 13. Effet de |'application de I'extrait d'origan sur adhésivité et la méachabilité des
muscles blanc et rouge des filets de thon frégate conservés dans des conditions sous vides a

température de réfrigération (3 £ 1 °C).

Durée de con-

) Parameétres  Adhésivité Machabilité

servation

(jours) Echantillon Témoin Origan Témoin Origan

0 B 0.21+0.033,Y  0.21+0.03a,Y 1.15+0.04a,X 1.15+0.04a,X
R 0.431£0.023,X  0.4310.02a,X 1.07+0.10a,X  1.07+0.10a,X

4 B 0.12+0.03a,Y 0.16+0.02a,Y 0.98+0.06a,X  1.08%0.05a,X
R 0.31+0.03b,X  1.2940.06a,X 1.01+0.01b,X 1.21+0.10a,X

8 B 0.11+0.04b,Y  1.1740.033,X 0.91+0.02a3,X  0.92+0.06a,X
R 1.1940.02a,X  1.25+0.04a,X 0.90+0.11a3,X  0.88+0.04a,X

12 B 1.07£0.05a,X  1.0940.02a,X 0.80£0.01a,X  0.82+0.04a,X
R 1.13+£0.04a,X  1.1440.06a,X 0.73+0.06a,X 0.7410.06a,X

15 B 1.03+0.05a,X  1.12+0.05a,X 0.75%0.13b,X  0.85+0.06a,X
R 1.0740.02b,X  1.17+0.02a,X 0.6410.02a,X  0.72+0.04a,Y

18 B 0.90£0.10a,X  0.83%0.02a,X 0.62+0.03b,X  0.6910.04a,X
R 1.05£0.04a,X  0.90+0.04b,X 0.56+0.04a,X 0.6210.04a,X

Les valeurs sont exprimées en moyenne * écart-type, (n = 3).

B: Muscle blanche, R: Muscle rouge.

a, b: Différentes lettres minuscules affectées sur les données dans la méme ligne indiquent une diffé-

rence significative (p < 0.05) entre les traitements dans le méme muscle.

X, Y: Différentes lettres majuscules affectées sur les données dans la méme colonne indiquent une

différence significative (p < 0.05) entre les deux muscles du méme traitement.



Partie 2 Partie expérimentale

L'adhésivité est le travail nécessaire pour extraire le piston de compression de |'échan-
tillon (Friedman et al., 1963). Une diminution significative de l'adhésivité du muscle blanc
des lots traités et témoins a été observée jusqu’aux 4° et 8° jours de stockage, respective-
ment, suivie d'une augmentation marquée de ces valeurs le jour du test suivant. La méme
tendance a été observée pour le muscle rouge, ou I'adhésivité a augmenté de fagcon mar-
quée aux 4° et 8° jours dans le lot traité et dans le lot témoin, respectivement. Des diffé-
rences significatives (p < 0.05) d'adhérence ont été observées entre les traitements des
muscles rouge et blanc uniquement aux jours 4 et 8 de la période de stockage, respective-
ment, ou chaque muscle des lots traités était significativement (p < 0.05) plus élevée que son

homologue des lots témoins.

Tableau 14. Effet de l'application de I'extrait d'origan sur la résilience des muscles blanc et
rouge des filets de thon frégate conservés dans des conditions sous vides a température de ré-

frigération (3 £ 1 °C).

Paramétres Résilience
Durée de conservation (jours)
Echantillon Témoin Origan
0 B 0.003+0.0014a,X 0.003+0.0013,X
R 0.001+0.000a,Y 0.001+0.000a,Y
4 B 0.005+0.000a,X 0.004+0.0013,X
R 0.001+0.000a,Y 0.001+0.001a,Y
8 B 0.010+0.003a,X 0.005+0.0053,X
R 0.000+0.000a,Y 0.001+0.000a,Y
12 B 0.001+0.001a,X 0.004+0.001b,X
R 0.001+0.000a,X 0.001+0.001a,Y
15 B 0.002+0.001a,X 0.003+0.0023,X
R 0.000+0.000a,Y 0.001+0.001a,X
18 B 0.003+0.0023,X 0.002+0.0013,X
R 0.000+0.000 a,Y 0.000+0.000 a,Y

Les valeurs sont exprimées en moyenne * écart-type, (n = 3).

B: Muscle blanche, R: Muscle rouge.

a, b: Différentes lettres minuscules affectées sur les données dans la méme ligne indiquent une diffé-
rence significative (p < 0.05) entre les traitements dans le méme muscle.

X, Y: Différentes lettres majuscules affectées sur les données dans la méme colonne indiquent une
différence significative (p < 0.05) entre les deux muscles du méme traitement.
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La machabilité est le travail requis pour mastiquer un aliment solide afin de le rendre a
un état stable de déglutition (Zhao et al., 2016 ; Martin et al., 2007). La méachabilité était af-
fectée dans tous les échantillons et diminuait avec le temps de conservation. Aucune diffé-
rence significative (p > 0.05) dans la valeur de machabilité des muscles blanc et rouge n'a été
observée tout au long du stockage. Les données statistiques ont montré que le traitement
n'affectait pas la machabilité des deux muscles, ce qui indique que I'application d'extrait
d'origan en combinaison avec |'emballage sous vide ne peut pas améliorer la machabilité des

filets de thon frégate.

L'élasticité des muscles du poisson, donnée en résilience, était significativement (p <
0.05) plus élevée dans le muscle blanc que dans le muscle rouge tout au long de I'expé-
rience. Quels que soient les types de muscle, les changements de résilience dans le temps
n'étaient pas significatifs (p > 0.05) entre les deux traitements. Par conséquent, |'application
combinée d'origan et d'emballage sous vide n'a pas affecté I'élasticité des muscles blanc et
rouge. En conséquence des résultats de I'analyse du profil de texture, les données regrou-
pées a partir des lots témoins ont montré que la détérioration de la texture des muscles

blanc et rouge augmentait avec le temps de conservation.

Ainsi, I'emballage sous vide ne peut a lui seul améliorer les parametres de texture des
muscles du thon frégate. L'utilisation combinée de I'emballage sous vide et de |'extrait d'ori-
gan peut affecter les parametres de texture et n'a d'effet majeur que sur la dureté, la sou-

plesse et I'adhésivité des muscles blanc et rouge des filets de thon frégate.
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Conclusion générale

Notre pays possede une biodiversité absolue ou chaque plante se caractérise par un
réservoir important de métabolites secondaires avec des caractéristiques thérapeutiques et

pharmacologiques particulieres, qui ne demandent qu’a étre exploitées.

L'objectif fondamental de ce travail de thése s’inscrit dans un axe qui porte d’une part
sur la connaissance et la valorisation des plantes médicinales et aromatiques en Algérie, et
I'allongement de la durée de conservation d’'une denrée alimentaire d’origine animale : les

filets de thon frégate (Auxis thazard) d’autre part.

Dans un premier temps, nous nous sommes intéressés a |'extraction par macération
éthanolique des composés phénoliques a partir des broyats des parties aériennes d’origan,
au dosage des teneurs en polyphénols totaux et en flavonoides et a I'évaluation de I’activité
antioxydante de |'extrait naturel d'origan. Les résultats obtenus ont permis de constater que
le rendement d’extraction de la plante étudiée était de 8.41 %. Ce rendement reste accep-
table et satisfaisant en le comparant avec les rendements d’extraction de la méme plante
obtenus dans d’autres régions et parfois par d’autres conditions d’extraction. Notre extrait
naturel d’origan était relativement riche en polyphénols totaux et pauvre en flavonoides
avec une teneur de 164.96 mg EAG/g et 44.61 EQ/g d'extrait d’origan, respectivement. Le
potentiel antioxydant déterminé par la méthode de DPPH a montré que notre extrait naturel
d’origan possédait une bonne activité anti radicalaire et pourrait étre considéré comme un

antioxydant puissant (IC 5o de 90.04 pug/ml).

A l'issue de cette premiére partie, les extraits de plante sont des substances aroma-
tiques avec une composition chimique complexe qui leur confére des propriétés antimicro-
biennes et antioxydantes trés intéressantes et nous pensons que notre extrait naturel
d’origan pourrait constituer une alternative prometteuse pour réduire I'auto-oxydation des
aliments en général et des produits de la péche en particulier. Cependant, il serait intéres-
sant de compléter nos résultats par I’évaluation de I'activité antibactérienne in-vitro et par le
dosage des composés volatiles par Chromatographie Liquide a Haute Performance (CLHP)

afin de déterminer et de quantifier les constituants phénoliques individuels dans I'extrait.
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Dans un second temps, nous avons évalué l'effet potentiel de la combinaison de

guelgues techniques de conservation sur la préservation des filets de poisson.

Plusieurs indices de qualité étaient plus élevés dans le muscle rouge que dans le
muscle blanc, alors que ce dernier était plus exposé a I'oxydation des lipides que le muscle
rouge. Cependant, I'évolution de la qualité des deux muscles présentait la méme tendance
et était significativement affectée par le temps de stockage ainsi que par la présence d'ex-

trait de plante dans I'emballage sous vide.

Les résultats des données microbiologiques ont montré que la charge microbienne
n’était pas affectée par le type de muscle pendant le stockage réfrigéré. En conséquence,
tant que la peau et les muscles blancs fournissent ensemble un environnement protecteur
pour le muscle rouge, comme dans le cas du filet intact ou méme dans le cas du poisson en-
tier, une prise d'essai prélevée a partir de la partie dorsale du muscle blanc de I'échantillon
de laboratoire pourrait étre suffisante pour estimer la qualité microbiologique du produit

analysé.

L'évaluation sensorielle a montré que les filets du groupe témoin avaient une durée de
conservation de 12 jours, tandis que ceux stockés en combinaison avec l|'extrait d'origan
avaient une durée de conservation de 18 jours. L'application d’un agent de conservation
naturel tel que I'extrait d’origan sur les muscles blanc et rouge du filet de thon en combinai-
son avec 'emballage sous vide et la réfrigération a montré une qualité physicochimique et
microbiologique satisfaisante en raison des propriétés antioxydantes et antimicrobiennes de
I’extrait appliqué. Toutefois, elle n’a pas pu éviter la détérioration de la texture dans les deux

muscles.

Nous pouvons dire que la combinaison des techniques de conservation peut retarder
davantage la dégradation de la fraicheur des produits de |la péche car elle a un effet cumula-
tif prometteur, que l'industrie de la transformation pourrait utiliser pour prolonger la durée

de conservation de ses produits.

L'utilisation d'extraits naturels de plantes a des concentrations plus élevées est proba-

blement susceptible de prolonger la durée de conservation des produits de péche, mais
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cette utilisation présenterait certainement I'inconvénient d’étre sensoriellement perceptible

par le consommateur.

De nouvelles perspectives peuvent étre envisagées par l'utilisation d’autres extraits de
plantes ou de leurs composants majoritaires en application seul ou en mélange permettant

une éventuelle synergie.

L'utilisation d’extraits de plantes dans d’autre type d’emballage tel que I'emballage en
atmosphere modifié ou leurs incorporations avec des films d’emballage biodégradables ou
bioactifs pour ralentir la détérioration, maintenir la qualité et augmenter significativement la
durée de conservation des produits de la péche pourrait étre envisagée dans le domaine de

I'industrie agro-alimentaire.
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Abstract

Aim: The combined effects of oregano extract with vacuum packing (VP) on the quality enhancement of dark and white
muscles of frigate tuna (4uxis thazard) stored as intact fillet at refrigerated (3+1°C) conditions were studied.

Materials and Methods: About 35 kg of fish were filleted without skin removal and randomly divided into two groups.
One group without treatment (control) and the remaining group were dipped in a sterilized oregano extract solution for
5 min. Chemical, microbiological, sensorial, and textural analyses were carried out in each of dark and white muscles of
frigate tuna fillets during storage.

Results: Several quality indexes were higher in dark muscle than white muscle. The sensory assessment indicated that
both muscles from control had a shelf life of 12 days. Quality parameters of both muscles had the same tendency and were
significantly affected by time and also by the presence of plant extract in VP. Although VP alone was sufficient to delay lipid
oxidation on fish fillets, especially on dark muscle but cannot enhance the textural deterioration in both muscles.

Conclusion: Consequently, the employment of such combination had a cumulative effect on preservation, resulting in

prolonging the shelf life of both frigate tuna muscles.

Keywords: dipping, fish muscles, oregano extract, quality parameters, refrigerated storage, vacuum packaging.

Introduction

Fish have a higher nutritional value since it is
an excellent source of high-quality protein, vitamins,
minerals, and polyunsaturated fatty acids, particularly
omega-3 fatty acids [1]. Auxis thazard, commonly
known as frigate tuna, is a small pelagic, tuna-like spe-
cies, and widely distributed in worldwide. Its consump-
tion is recently popular in many countries since it can
be used as alternative raw materials for the productions
of the famous tataki, surimi, and sashimi that are con-
sumed as raw food [2]. Similar to all seafood, frigate
tuna is highly perishable due to the simultaneous action
of autolytic enzymes and microbial growth [3] that will
be able to cause violent postmortem autolysis, thus lim-
iting its shelf life, especially during a high feeding period
when the fish contain various bacteria and enzymes in
the intestinal system. Therefore, its required to develop
effective methods to avoid deterioration and maintain
the quality since fish are a susceptible food product and
also the shelf life of fillets is shorter than for whole fish.

Copyright: Lahreche, et al. Open Access. This article is distributed
under the terms of the Creative Commons Attribution 4.0
International License (http://creativecommons.org/licenses/
by/4.0/), which permits unrestricted use, distribution, and
reproduction in any medium, provided you give appropriate credit
to the original author(s) and the source, provide a link to the
Creative Commons license, and indicate if changes were made.
The Creative Commons Public Domain Dedication waiver (http://
creativecommons.org/publicdomain/zero/1.0/) applies to the data
made available in this article, unless otherwise stated.

The shelf life of fish can be extended noticeably
by modifying the environment of the product [4]. Rapid
cooling or storage in crushed ice is common methods
that are traditionally used to extend the shelf life of
seafood products. However, in the presence of ordi-
nary atmosphere where the growth of aerobic bacteria
is stimulated, atmospheric oxygen causes undesirable
intense lipid rancidity due to the high proportion of
polyunsaturated fatty acids in fish flesh [5]. For this
reason, lower temperatures are combined with vacuum
packaging (VP) and become an increasingly wide-
spread preservation method involving the modification
of atmosphere inside the pack [4]. VP prolongs the shelf
life of fish products by removing air from a low oxygen
permeability pack thereby reducing the availability of
O, that is essential for the growth of aerobic bacteria,
preventing lipid rancidity in fillets [6], ensuring correct
assembly, and protection against external aggressions
such as dehydration observed during the refrigeration.
However, VP conditions have no important inhibiting
effect on microbial growth leading to off-odors and
slimy appearance of fish. Thus, its required to combine
such techniques with the application of plant extract
(antimicrobial) to guarantee the safety and high quality
of vacuum packed products. Dipping in a natural pre-
servative from oregano extract with vacuum packaging
might provide an effective preserving system and lead
to seafood with better sensory and microbiological qual-
ity than those of common packaged seafood products.
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The objectives of the current work were to estab-
lish the differences in quality parameters between
dark and white muscles of the fillets and to investi-
gate the potential combined effect of oregano extract
and vacuum packaging on the shelf life of frigate tuna
(A. thazard) muscles stored as intact fillet at refrig-
erated (3+1°C) conditions by evaluating chemical,
microbiological, sensorial, and textural parameters.

Materials and Methods

Ethical approval
Permission of the Animal Ethics Committee is
not required to pursue such type of study.

Plant extracts preparation

Plant materials (Oregano) were purchased from
the local market and were botanically identified. Fresh
aerial parts of oregano were dried in the dark at ambi-
ent temperature (<30°C). The plant materials were
individually ground into a fine powder. Extraction
was done in line with the method reported by Kenar
et al. [7] with slight modifications. Ethanol from the
filtrate was completely evaporated using a rotary
evaporator. The extract was weighed and treated by
ultraviolet-light (30 W, 50 cm irradiation distance) for
30 min. to reduce the naturally existing microflora.
Then, the extract was re-dissolved in a small volume
of absolute ethanol and stored in amber flasks in the
dark at —18°C till usage.

Fish sample preparation

About 35 kg of frigate tuna (4. thazard) caught
from the Mediterranean Sea in Turkey were pur-
chased from the local fish market; they were deliv-
ered to the laboratory in <6 h post-capture. On arrival
at the laboratory, fish were promptly gutted, decap-
itated, and filleted without skin removal. After that,
fillets were rinsed with tap water and were randomly
divided into two groups. One group kept as control,
and the remaining group was dipped in a 1 L of sterile
purified water consisting of 5 g of sterilized oregano
extract for 5 min. The applied concentration (0.5%)
of oregano extract was not perceptible by the sensory
panel.

Packaging materials

Untreated (control) and treated groups were
packaged (three fillets/package) in bags of polyamide
film (Polinas, Manisa, Turkey) using a Reepack RV50
vacuum packaging machine (Seriate, Via dell’ Artigia-
nato, Italy). The thickness of the bags was 90 um while
permeability of water and oxygen was 8.5 g m224 h
and 160 cm® m™224 h, respectively.

Storage and sampling

All fillets were kept at refrigerated (3+£1°C)
conditions. Three packs (nine fillets) from each treat-
ment group were analyzed at each sampling days.
Chemical, sensory, microbiological, and texture mea-
surements were done in triplicate from separated dark
and white muscles of the same fillet on days 0, 4, §,
12, 15, and 18.

Sensory analysis

The quality index method (QIM) was employed
for frigate tuna fillets with slight modifications for
sensory assessment [8]. The QIM procedure contained
five quality parameters including surface and skin
appearance, odor, texture and color of fillet, and plant
extract odor. The scheme generally has a score system
of 4 demerit points for each of the parameters. QIM
assigns a score of zero for a very fresh fillet while an
increasingly greater score as the fillet deteriorates. The
panel, consisting of six trained evaluators, inspected
fillets and recorded the appropriate demerit point for
each of parameters and then the scores of all param-
eters are summed to give an overall demerit score,
so-called quality index score. The panel was asked to
indicate whether or not frigate tuna were acceptable
for the assessment of the shelf-life of fish fillets.

Sensory evaluations of cooked frigate tuna fil-
lets were assessed in line with the same method of
Ariyawansa et al. [8] without any modification.
Frigate tuna fillets were microwaved in for 3 min.
(500 W) and then evaluators were asked to evaluate
it. Evaluators scored for odor and flavor, using a Torry
score with eight-point hedonic scale (3, poorest qual-
ity to 10, best quality).

Chemical analysis and pH

pH values were recorded using the method
proposed by Woyewoda et al. [9]. The total volatile
basic nitrogen (TVB-N) content was analyzed in line
with the method of Antonacopoulos [10]. Free fatty
acid analysis (FFA) was carried out in line with the
American Oil Chemists’ Society (AOCS) [11]. The
thiobarbituric acid reactive substances value (TBARS)
was determined in relation to the method of Tarladgis
et al. [12] to measure the oxidation stability. Peroxide
value (PV) was done by AOCS [11] method.

Microbiological analysis

Preparation of test samples from frigate tuna
muscle, initial suspension and serial decimal dilutions
for microbiological analysis were prepared using ster-
ile quarter-strength Ringer’s solution (Fluka; Sigma-
Aldrich, Sweden) [13]. Aliquots of 0.1 ml from each
dilution were carefully spread over the surface of
the dry plate count agar (Fluka 70152; Steinheim,
Switzerland) [14,15]. The enumeration of aerobic
mesophilic and psychrophilic bacteria was performed
after incubation for 72 h at 30°C [14] and for 10 days
at 6.5°C [15], respectively. All analysis was made in
triplicate and was taken from each of dark and white
muscles of each of two different groups.

Texture profile analysis (TPA)

Measurements of textural changes were car-
ried out in line with the modified procedure of Liu
et al. [16]. TPA was measured by a TA.XT Texture
Analyzer equipped with a load cell of 50 N and the
software was Texture Expert, v1.20 (Stable Micro
Systems, Godalming, Surrey, U.K). Dark and white
muscles were sampled from the same frigate tuna
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fillet with a length of 35 mm, a height of 2042 mm,
and the thickness of 10 mm. All samples were dried
with filter paper after treatment. A flat-ended cylinder
(P/36R) used with a diameter of 35 mm was pressed
into the fillet at a constant speed of 1 mm/s until it
accomplished 50% of the fillet thickness. Afterward,
the force was lessened, and the sample was permitted
to recover 10 s with the cylinder just contacting the
sample surface. Finally, the probe was forced second
on fish muscles, and the values of the hardness, chew-
iness, adhesiveness, resilience, and springiness were
taken for the dark and white muscle.

Statistical analysis

Average values and standard deviations were
obtained from triplicate data for each of muscle type
from each treatment. Data were assessed using anal-
ysis of variance. Duncan’s multiple range tests were
followed to determine the significant differences
at p<0.05. Statistical assessment was done by the
Statistical Package for the Social Sciences (SPSS 19.0
for Windows, SPSS Inc., Chicago, IL, USA).

Results and Discussion

Sensory assessments

Sensory assessment of raw and cooked dark and
white muscles from frigate tuna fillets stored under
VP with and without oregano extract was evaluated
throughout 18 days of refrigerated (3+1°C) stor-
age (Figure-1). No significant differences in sensory
assessment (p>0.05) were observed between the two
muscles type of each treatment. Quality parameters
(i.e., brightness, texture, odor, and color) of both mus-
cles in control were poorer than those of the treated
group. Using a sensory score of 8 as the limit of
acceptability, the shelf life was found to be no longer
than 12 days for both dark and white muscles of con-
trol. The application of oregano extract extended the
shelf life of white muscle by 6 additional days com-
pared with untreated sample counterpart and main-
tained the acceptability of dark muscle until the end of
the storage. Therefore, oregano extract extended the
shelf life of both muscles of frigate tuna fillets and
resulted in an improvement in sensory quality on dark
muscle than on white muscle. The observed shelf life
extensions of fish muscles may be resulted from the
cumulative impacts of the combined treatments of
filleting, VP and plant extract during the refrigerated
storage.

Sensory scores of cooked frigate tuna fillets
stored under VP with and without oregano treatment
dropped during the 18 days of refrigerated (3+1°C)
storage (Figure-2). Throughout the experiment, no sig-
nificant differences (p>0.05) were observed between
both muscles for each treatment. However, significant
differences (p<0.05) were observed between control
and treated groups in each muscle type. Treated group
was highly preferred by panelists due to their desir-
able flavor. The limit of acceptability was defined by
panelists as a score of >6. As spoilage progressed, the

12 4
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Figure-1: Sensory assessment of raw dark (D) and white
(W) muscle from frigate tuna fillet during the refrigerated
storage under vacuum pack: Untreated (Control), Oregano
extract (Ore). Mean scores of sensory assessment (n=6).
Standard deviations are indicated by bars.

Torry score

0 T T T T T T
0 4 8 12 15 18
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Figure-2: Sensory score of cooked dark (D) and white (W)
muscle from frigate tuna fillet during refrigerated storage
under vacuum pack: Untreated (control), oregano extract
(Ore). Mean scores of sensory assessment (n=6). Standard
deviations are indicated by bars. The limit of acceptability
was defined by panelists as score of >6.

sensory quality of dark and white muscle decreased
until they were no longer edible at 12 days for control.
However, the limit of acceptability was not reached
until the 18" day of the storage in both dark and white
muscles for treated sample. At the rejection points,
general acceptability scores of cooked frigate tuna fil-
lets were in agreement with their raw samples corre-
sponding of each type of muscle. As a result, it can be
concluded that combined treatment could be used to
extend the shelf life of frigate tuna muscles.

pH and chemical analysis

pH values for all samples are given in Table-1.
The initial pH value of dark muscle was significantly
(p<0.05) higher than that of white muscle. This result
was not consistent with those reported by Chaijan
et al. [2] for the same studied species, suggesting that
pH can vary not only between white and dark muscle
but also in the same species, which might have been
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Table-1: Effect of oregano extract with vacuum-packaging on pH, TVB-N, and PV in white (W) and dark (D) muscles of
frigate tuna fillets stored at refrigerated (3+1°C) conditions.

Storage Parameters pH (n=3) TVB-N (n=3) (mg per 100 g) PV (n=3) (meq O,/kg)
time (days) Samples Control Oregano Control Oregano Control Oregano
0 W 5.69+0.01a,Y 5.69+0.01a,Y 12.82+0.41a,Y 12.82+0.41a,Y 2.61£0.23a,X 2.61+0.23a,X
D 5.77+0.02a,X 5.77£0.02a,X 17.21+0.84a,X 17.21+0.84a,X 1.45+0.20a,Y 1.45%+0.20a,Y
4 w 5.73£0.04a,Y 5.71+0.21a,Y 18.94+0.70a,Y 18.39+2.33a,X 3.83+0.04a,X 2.60+0.73b,X
D 5.89+0.06a,X 5.85+0.09a,X 28.29+0.88a,X 22.37+3.54b,X 1.88+0.07a,Y 1.91+0.19a,X
8 w 5.85+0.04a,X 5.77+0.06b,Y 21.41+0.73a,Y 19.84+0.35b,X 6.33%1.15a,X 2.00+0.33b,X
D 5.89+0.03a,X 5.81+0.01b,X 22.96+0.63a,X 19.80+0.56b,X 0.99+£0.02a,Y 1.03+0.00a,Y
12 W 5.87+0.02a,Y 5.86+0.07a,X 19.59+0.04a,X 15.21+0.77b,Y 3.23%0.26a,X 2.06+0.35b,X
D 5.93+0.02a,X 5.89+0.06a,X 19.25+0.20b,Y 20.96+0.73a,X 1.62+0.01a,Y 0.94+0.02b,Y
15 w 5.88+0.02a,X 5.76+0.01b,Y 30.65+0.07a,X 25.92+0.64b,X 4.37+0.99a,X 2.57+0.08b,X
D 5.92+0.02a,X 5.85+0.02b,X 30.11+0.28a,Y 25.88+0.69b,X 5.32+0.25a,X 2.55+0.09b,X
18 w 5.76%£0.02b,Y 5.89+0.04a,X 26.80+0.71a,Y 23.39£1.23b,X 5.27+0.65a,X 2.07+0.05b,X
D 5.82+0.02b,X 5.92+0.02a,X 29.31+0.52a,X 24.21+0.22b,X 2.16+0.04a,Y 2.03%+0.16a,X

a,b=Different lowercase letters in the same row indicate significant differences (p<0.05) between samples in the same
muscle during. X,Y=Different capital letters in the same column indicate the significant difference (p<0.05) between two

muscle in the same sample type. TVB-N=Total volatile basic nitrogen

due to the variety of factors including season, harvest-
ing procedures, biological condition, and methods of
killing [17]. Throughout the storage period, pH values
of dark muscle were significantly (p<<0.05) higher than
that of white muscle. This situation can be explained
by the formation of lactic acid [18], resulting from
the depletion of glycogen as a major source of energy
under anaerobic conditions due to the intense activ-
ity produced in white muscle when catching [19]
and leading to a decrease in the pH values of these
muscles compared to the dark muscle. Regardless
of the treatment, changes in pH values had the same
tendency in both muscles during the storage time.
However, significant (p<0.05) increases followed by
a decrease in pH values were observed until days 12
and 15 for oregano and control samples, respectively.
The increase in pH may be attributed to the accumu-
lation of alkaline compounds such as ammonia and
trimethylamine mainly produced by fish spoilage bac-
teria and/or to biogenic amines production [20]. The
decrease in pH value may be caused by the anaerobic
decomposition of glycogen in fish [21]. Comparison
among treatments showed that fillets from control
developed a higher (p<0.05) pH value than their cor-
responding individuals from treated samples at days 8,
15, and 18 for both muscles. No differences (p>0.05)
were observed between treatment at days 4 and 12 in
both muscles. At the end of the storage, pH values of
control were significantly (p<0.05) lower than those
of treated sample, which might have been caused by
producing lactic acid from the growth of lactic acid
bacteria [18]. From these results, it is difficult to con-
clude that the application of oregano in combination
with VP can affect the pH value. Thus, pH value is not
useful as a physicochemical parameter of fillet quality.

The variation of TVB-N for both muscles of frig-
ate tuna fillets is shown in Table-1. TVB-N formation
was reported to increase with time of storage [22]. The
initial TVB-N values were significantly lower (p<0.05)
in white muscle than in dark muscle. These values are

compatible with those reported by Liu et al. [16] for
skipjack tuna (Katsuwonus pelamis). In this study,
TVB-N values showed a trend to increase with stor-
age time in both muscles for all packed samples until
15 days, followed by a decrease which could denote
the low bacterial activity at the end of storage period.
The rate of increase in TVB-N in both muscles was in
accordance with its rate of increase in mesophilic and
psychrophilic bacteria. The statistical analysis showed
significant (p<0.05) differences between dark and
white muscles of fillets from control, while no sig-
nificant (p>0.05) differences were observed between
both muscles for oregano treated samples at each day
of testing. Throughout the storage period, TVB-N val-
ues of control were significantly higher (p<0.05) in
dark muscle than in white muscle, indicating that dark
muscle spoiled faster than white muscle. However, in
both muscles, treated samples produced significantly
lower (p<0.05) TVB-N values as compared to control.
The significant reduction of TVB-N values in treated
samples may be attributed to the combined effect of
VP with the antibacterial properties of the phenolic
compounds of oregano extract such as carvacrol and
thymol [23]. Liu et al. [16] reported that 30 mg of
nitrogen per 100 g was the limit of acceptability for
fresh fish fillet. Only muscles from control exceeded
this limit on the 15 days of storage. However, TVB-N
values of treated sample were below this limit until the
end of the storage and contained lower values. Thus,
TVB-N may be considered as a suitable quality index
for filleted frigate tuna stored at 3+1°C under VP.

PV was used for determining the primary prod-
uct of lipid oxidation [24]. Initial PV of filleted frigate
tuna kept under vacuum condition at refrigerated stor-
age was 1.45 and 2.61 meq O,/kg of fat for dark and
white muscles, respectively. Sohn and Ohshima [25]
reported that the levels of lipid peroxides of sepa-
rated skipjack tuna muscles were higher in dark mus-
cle compared to white muscle throughout the 72 h of
ice storage. In addition, Dean [26] reported that dark
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muscle has a considerably higher capacity for fatty
acid oxidation than the white muscle in vitro exper-
iments. Contrary to this and during the almost entire
storage period (Table-1), PV in white muscle was sig-
nificantly (p<0.05) higher than in dark muscle and did
not exceed the pre-established limit of 20 meq O,/kg
of fat in all packaged samples throughout the stor-
age period. This may be attributed to the use of intact
fillets and VP because in intact fillet, skin and white
muscles detain almost the entire surface that comes
into contact with air and provides a protective envi-
ronment for the dark muscle, which means that white
muscle has more surface area that comes into contact
with oxygen. Thus, white muscles consume a great
deal of oxygen and thus prevent it from reaching to
the dark muscle; hence, the oxygen availability on the
surface area of white muscle is superior, making it
much more exposed to lipid oxidation than dark mus-
cle for fillet. This is supported by Undeland et al. [27]
who reported that dark muscle stored within an intact
herring fillet presented lower lipid oxidation when it is
stored separated from skin and white muscle. In addi-
tion, VP involved complete removal of oxygen with
hermetic sealing and prevented fillet from being in
direct contact with O, resulting in a significant reduc-
tion on lipid oxidation during the storage [28].

In this study, VP with plant extract reduced per-
oxide formation (p<0.05) in both muscles. The used
plant extract in combination with VP is effective to
delay lipid peroxidation in both muscles of frigate tuna
fillets stored at refrigerated temperature. On the other
hand, in the dark muscle, no difference (p>0.05) was
observed until 8 days of the storage among all treat-
ments. This stability in dark muscle may be related
to the use of intact fillet. From those results, it can
be concluded that the major effect on reducing PVs is
attributed to the use of VP. However, the presence of
oregano extract in the VP led to a further reduction of
lipid peroxidation and yielded the lowest PV in both
types of fish muscles.

The presence of TBARSs is a second breakdown
product resulting from the decomposition of lipid
hydroperoxides formed during the oxidation process
of polyunsaturated fatty acids [29]. Higher (p<0.05)
initial TBA values were found in dark muscle than in
white muscle (Table-2), which might be due to higher
lipid content and unsaturated fatty acids in dark mus-
cle. The lower initial TBA values observed in both
muscles suggested that secondary lipid oxidation in
our fresh fish did not occur during the postmortem
handling. Subsequently, from 4 days of storage, TBA
content in white muscle was significantly (p<0.05)
higher than in dark muscle throughout the storage
period. These changes in TBA values suggested that
hydroperoxide decomposition rate was faster in white
muscle than in dark muscle, which might be due to
the use of intact fillet with the removal of oxygen. In
the present study, TBA values in all samples showed
fluctuation in both muscles; there is a trend toward an
increase in TBA values up to a certain point during
the storage period, followed by a decrease in these
values, which is not stable for long periods of time.
Practically at each testing day, and regardless of mus-
cle type, higher TBA value (p<0.05) was observed in
control compared to treated samples. Nevertheless,
an inverse result was observed only in dark muscles
from control and oregano samples on day 4. Various
limits of acceptability were reported for this index.
According to Fan ef al. [30], TBA values of 1-2 mg
3,4-Methylenedioxyamphetamine (MDA)/kg of fish
flesh are usually regarded as the limit beyond which
fish normally develop an objectionable flavor. In our
study, TBA values exceeded 1 mg MDA/kg in both
muscles from control at 12 days of storage.

The installation of lipid oxidation and accumu-
lation of oxidative products can be delayed using nat-
ural extract. However, it is necessary to account on
that muscle type, removal of oxygen and plant extract
application along with other factors that can affect
fat content in fish, will contribute to the variation of

Table-2: Effect of oregano extract with vacuum-packaging on TBA and FFA in white (W) and dark (D) muscles of frigate

tuna fillets stored at refrigerated (3+1°C) conditions.

Storage time (days) Parameters TBA (n=3) (mg MDA/kg) FFA (n=3) (% oleic acid)
Samples Control Oregano Control Oregano
0 W 0.56+0.01a,Y 0.56+0.01a,Y 3.73%£0.05a,Y 3.73%£0.05a,Y
D 0.64+0.01a,X 0.64+0.01a,X 11.54+0.15a,X 11.54+0.15a,X
4 w 0.84+0.04a,X 0.83+0.02a,X 6.55+0.30a,Y 5.45+0.06b,Y
D 0.57+0.02b,Y 0.64+0.03a,Y 9.47+0.83a,X 6.96+0.20b,X
8 w 0.91+0.06a,X 0.78+0.06b,X 7.80+0.17a,Y 5.75+0.40b,Y
D 0.66+0.01a,Y 0.65+0.01a,Y 18.83+0.90a,X 14.43+0.52b,X
12 W 1.46+0.01a,X 0.84+0.02b,X 8.28+0.24a,Y 6.61+0.19b,Y
D 1.12+0.01a,Y 0.77£0.01b,Y 15.65+0.83a,X 12.75£0.41b,X
15 W 0.89+0.01a,X 0.58+0.01b,X 8.42+0.03a,Y 7.61+0.18b,Y
D 0.63+0.02a,Y 0.55+0.01b,Y 18.25+0.06a,X 13.99+0.11b,X
18 w 1.28+0.02a,X 0.85+0.02b,X 10.30+0.04a,Y 7.51+0.01b,Y
D 1.31£0.01a,X 0.72+0.12b,Y 20.53+0.37a,X 15.75+0.02b,X

a,b=Different lowercase letters in the same row indicate significant differences (p<0.05) between samples in the same
muscle. X,Y=Different capital letters in the same column indicate significant difference (p<0.05) between two muscle in
the same sample type. TBA=Thiobarbituric acid, MDA=3,4-Methylenedioxyamphetamine, FFA=Free fatty acid
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MDA content in fisheries products and must have
been considered during storage. As a consequence
of TBA-results, it can be concluded that the use of
oregano extract in combination with VP was effective
in retarding TBA formation in both muscles of frigate
tuna fillets and can contribute to enhancing oxidative
stability and to obtain lower TBA values throughout
the storage period.

FFA, indicator of hydrolytic activity, may be
accumulated during storage and accelerate quality
deterioration of seafood products [31]. The release
of FFA may enhance lipid oxidation and off-flavor
development and indirectly cause textural propri-
eties by protein denaturation which is associated
with a loss of freshness [32]. In our study, FFA con-
centration increased with storage time (Table-2) and
could be attributable to the lipase and phospholipase
activity [17]. Throughout the storage period, and
irrespective to the use or not of plant extract, lipid
hydrolysis was faster (p<0.05) in dark muscle than
white muscle. This might be due to the greater lipid
content and enzymatic activity presented in dark
muscle than in white muscle. However, noticeable
decreases followed by an increase were observed
only in dark muscle at days 4 and 12, which could
be related to the increased lipid oxidation, to the
interaction with proteins and/or could be in junction
with the growth of some microorganisms using FFA
as an energy source [33]. On the other hand, at each
testing days, lipid hydrolysis development, in both
white and dark muscles, was significantly affected by
plant extract application and was higher (p<0.05) in
control than in treated samples. These results might
be attributed to the effect of phenolic compounds of
oregano extract on which inhibit enzymatic action
liberating FFA. In addition, the use of the protective
effect of oregano extract in combination with VP had
a synergetic effect on retarding FFA formation of fish
muscles.

Microbiological assessments

The progress of microbial growth in frigate tuna
muscles during refrigerated storage under vacuum
pack for all treatments is shown in Table-3. The initial
loads of mesophilic bacteria counts of vacuum-packed
fillets were significantly (p<0.05) lower in white mus-
cle than that in dark muscle. Similar results were
reported by Mbarki et al. [34] without mentioning a
specific site sampling of Atlantic bonito (Sarda sarda)
fillet. The lower initial microbial counts obtained
from this study indicated that the fish used was of
good quality and might be due to the effect of washing
with tap water when filleting. The microbial counts
increased significantly (p<0.05) with storage time for
all samples for both muscles. During the storage time,
statistical analysis indicated that mesophilic bacteria
were not affected (p>0.05) by the muscle type in all
treatments, even in control, probably due to the exclu-
sion of oxygen from the pack. However, mesophilic
bacteria grew more quickly in control than in treated
samples, indicating an antibacterial effect of the used
plant extract on fish fillets.

Psychrotrophic bacteria counts were higher than
mesophilic bacteria counts indicating that psychro-
trophic bacteria constituted the dominant bacterial
flora in fish. During the storage period, no significant
difference (p>0.05) was observed between psychro-
trophic bacteria counts of white and dark muscles.
However, psychrotrophic bacteria counts in white and
dark muscle from the treated sample were lower than
control through the most of storage time, indicating
antibacterial effects of oregano extract on fish fillets.

Both mesophilic and psychrotrophic bacteria
counts exceeded 6 log  colony-forming unit/g in both
muscles from only control at 15 days of the storage.
These results indicated that the combination of fillet-
ing, antibacterial properties of phenolic compounds of
the used plant extract and the removal of oxygen from
pack had a beneficial effect on reducing the growth

Table-3: Effect of oregano extract with vacuum-packaging on the mesophilic and psychrophilic bacterial counts in
white (W) and dark (D) muscles of frigate tuna fillets stored at refrigerated (3+£1°C) conditions.

Storage time (days) Samples Mesophilic aerobic Psychrotropic
bacteria (n=3) (log CFU/g) bacteria (n=3) (log CFU/g)
Control Oregano Control Oregano
0 W 2.95+0.16a,Y 2.59+0.16a,Y 2.95+0.06a,X 2.95+0.064a,X
D 3.31+£0.15a,X 3.31+£0.15a,X 2.86+0.10a,X 2.86+0.10a,X
4 W 3.55+0.08a,X 2.79+0.43b,X 3.74£0.31a,X 3.19+£0.15b,X
D 3.82+0.20a,X 3.31+0.21b,X 3.56+0.32a,X 3.32+0.36a,X
8 w 3.89+0.36a,X 3.35+0.32b,Y 4,12+0.12a,X 3.32+0.28b,X
D 4.01£0.06a,X 3.87+0.19a,X 3.89+0.16a,X 3.59+0.25a,X
12 w 5.07+0.23a,X 4.36+0.31b,X 4.85+0.42a,X 4.15£0.21b,X
D 4.93+0.13a,X 4.36+0.33b,X 4.64+0.30a,X 4.02+0.05b,X
15 W 7.05+0.04a,X 5.57+0.10b,X 5.75+0.21a,X 5.36+0.32a,X
D 6.74+0.38a,X 5.11+0.12b,Y 6.04+0.08a,X 5.10+0.17b,X
18 w 7.39+0.17a,X 5.43+0.24b,X 5.93+0.10a,X 5.39+0.07b,X
D 7.62+0.14a,X 5.29+0.11b,X 6.01+0.23a,X 5.56+0.09b,X

a,b=Different lowercase letters in the same row indicate significant differences (p<0.05) between samples in the same
muscle. X,Y=Different capital letters in the same column indicate the significant difference (p<0.05) between two muscle

in the same sample type, CFU=Colony-forming unit
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of mesophilic and psychrotrophic bacteria during
refrigerated storage, which may be attributed to the
exclusion of oxygen that inhibited the growth of many
microorganisms. On the other hand, the smaller size
of fillet cooled faster than the whole fish. In addi-
tion, filleting increased the surface area and contact
with the cold air as well as phenolic compounds.
Compared with control, regardless of the muscle type,
a microbiological shelf life extension that is more than
3 days was achieved for treated samples with oregano
extract, as stated previously by sensory assessments
and TVB-N.

TPA

The results of TPA of treated and untreated frigate
tuna fillets are presented in Table-4 and -5. TPA is the
most important attribute for assessing fish freshness that
reproduces the jaw action and is influenced in the same
species by several factors including size and age of fish,
fat content, muscle fibre density, slaughter method, and
postmortem factors such as rigor mortis, proteolysis,
microbiologic, and storage conditions [35,36].

Hardness is the force needed to create a given
deformation in muscle and greatly depends on the
structure of the connective tissue [37]. It was signifi-
cantly reduced during storage time indicating that VP
alone cannot maintain the firmness of fillet on a stable
level. This fact might be due to the low pH causing
muscle protein denaturation [38]. Hardness values
of white muscles were significantly (p<0.05) higher
than those of dark muscles. These differences between
the hardness of the two muscles could be due to the
differences in proximate composition and enzymatic
activity. In addition, dark muscle had a higher proteo-
lytic activity than white muscle [39]. Both white and
dark muscles from control were significantly (p<0.05)
softer than treated samples throughout the storage
time, indicating that the use of oregano extract in com-
bination with VP can avoid softening and improve the
protein denaturation of fish muscles during storage.

Springiness is the height recovering prop-
erty of the fish muscle between the end of the first
and the beginning of the second compressions [40].

Table-4: Effect of oregano extract with vacuum packaging on the hardness, the springiness and the adhesiveness of
white (W) and dark (D) muscles of frigate tuna fillets stored at refrigerated (3+1°C) conditions.

Storage Parameters Hardness (n=3) (N) Springiness (n=3) (ratio) Adhesiveness (n=3) (N. s)
time (days)
Samples Control Oregano Control Oregano Control Oregano
0 W 45.17+0.05a,X 45.17+£0.05a,X 1.90+0.03a,Y 1.90+0.03a,Y 0.21+0.03a,Y 0.21+£0.03a,Y
D 45.02+0.11a,X 45.02+0.11a,X 1.97£0.02a,X 1.97£0.02a,X 0.43%£0.02a,X 0.43%0.02a,X
4 W 44.49+0.37b,X 45.08+0.05a,X 1.59+0.03a,Y 1.65%+0.14a,X 0.12+0.03a,Y 0.16%0.02a,Y
D 43.11+0.10b,Y 43.94%+0.10a,Y 1.98+0.01a,X 1.75+0.04b,X 0.31+0.03b,X 1.29+0.06a,X
8 w 40.08+0.81b,X 42.22+0.08a,X 1.70+0.02a,X 1.72+0.04a,X 0.11£0.04b,Y 1.17+0.03a,X
D 38.14+0.08b,Y 39.14+0.05a,Y 1.70+0.02a,X 1.71+0.03a,X 1.19+0.02a,X 1.25+0.04a,X
12 W 38.76+0.28b,X 41.06+0.05a,X 1.62+0.05b,X 1.75+0.06a,X 1.07+0.05a,X 1.09+0.02a,X
D 37.56+0.50b,Y 39.14+0.15a,Y 1.67+0.02a,X 1.71+0.02a,X 1.13+0.04a,X 1.14+0.06a,X
15 w 35.29+0.26b,X 40.03+0.11a,X 1.53+0.03b,X 1.64+0.03a,X 1.03+0.05a,X 1.12+0.05a,X
D 33.28+0.14b,Y 35.45+0.27a,Y 1.63+0.07a,X 1.65%+0.02a,X 1.07£0.02b,X 1.17+0.02a,X
18 w 30.28+0.24b,X 35.84+0.18a,X 1.42+0.04a,Y 1.53+0.14a,X 0.90£0.10a,X 0.83+0.02a,X
D 28.05+0.21b,Y 31.65+0.31a,Y 1.57+0.02a,X 1.48%+0.02b,X 1.05%£0.04a,X 0.90%£0.04b,X

a,b=Different lowercase letters in the same row indicate significant differences (p<0.05) between samples in the same
muscle. X,Y=Different capital letters in the same column indicate the significant difference (p<0.05) between two muscle

in the same sample type. TPA=Texture profile analysis

Table-5: Effect of oregano extract with vacuum packaging on the resilience and the chewiness of white (W) and dark (D)
muscles of frigate tuna fillets stored at refrigerated (3+£1°C) conditions.

Storage time (days) Parameters Resilience (n=3) (ratio) Chewiness (n=3) (N)
Samples Control Oregano Control Oregano
0 W 0.003+0.001a,X 0.003+£0.001a,X 1.15+0.04a,X 1.15+0.04a,X
D 0.001+0.000a,Y 0.001+0.000a,Y 1.07+£0.10a,X 1.07+0.10a,X
4 W 0.005+0.000a,X 0.004£0.001a,X 0.98+0.06a,X 1.08+0.05a,X
D 0.001+0.000a,Y 0.001£0.001a,Y 1.01+0.01b,X 1.21+0.10a,X
8 W 0.010+0.003a,X 0.005+£0.005a,X 0.91+£0.02a,X 0.92+0.06a,X
D 0.000+£0.000a,Y 0.001£0.000a,Y 0.90+£0.11a,X 0.88+0.044a,X
12 W 0.001+0.001a,X 0.004+£0.001b,X 0.80+0.01a,X 0.82+0.044a,X
D 0.001+0.000a,X 0.001+0.001a,Y 0.73+0.06a,X 0.74+0.06a,X
15 W 0.002+0.001a,X 0.003£0.002a,X 0.75+0.13b,X 0.85+0.06a,X
D 0.000+£0.000a,Y 0.001£0.001a,X 0.64+0.02a, X 0.72+0.04a,Y
18 W 0.003+0.002a,X 0.002+0.001a,X 0.62+0.03b, X 0.69+0.044a,X
D 0.000£0.000 a,Y 0.000+£0.000 a,Y 0.56+0.04a, X 0.62+0.04a,X

a,b=Different lowercase letters in the same row indicate significant differences (p<0.05) between samples in the same
muscle. X,Y=Different capital letters in the same column indicate the significant difference (p<0.05) between two muscle

in the same sample type. TPA=Texture profile analysis
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Springiness decreased in all samples over time and
might be caused by cathepsins [41]. At day 0, the
springiness value of white muscle was significantly
(p<0.05) lesser than dark muscle. However, no signif-
icant differences (p>0.05) on the springiness of white
and dark muscle were observed in the rest of the stor-
age period. No significant differences in springiness
values of both treatments were observed either. These
results indicated that oregano extract had a major
effect on reducing the springiness of only dark muscle.

Adhesiveness is the work needed to pull the
compressing plunger from sample [42]. A significant
decrease in the adhesiveness of white muscle from
treated and control was observed until 4 and 8 days of
storage, respectively, followed by a marked increase
in these values on the next testing day. The same ten-
dency was observed for dark muscle, where adhesive-
ness increased markedly on days 4 and 8 in treated and
control, respectively. Significant (p<0.05) differences
in adhesiveness were observed between the dark and
white muscles of the treated samples only at 4 and
8 days of the storage, respectively, where each mus-
cle of the treated groups was significantly (p<0.05)
higher than control. However, adhesiveness values of
dark muscle were significantly higher than those of
white muscle from each treated and control groups at
4 and 8 days, respectively. The increase in adhesive-
ness might be due to the microbial growth resulting in
proteins degradation [43]. For the rest of the storage
period, no significant (p>0.05) differences on adhe-
siveness values were observed between treatments as
well as both muscles type. Thus, the combination of
the use of oregano extract with VP seemed to improve
the adhesiveness of frigate tuna muscles on the earlier
stage of storage. In addition, oregano extract seemed
to have a better effect on dark muscle compared to
white muscle.

The elasticity of the fish muscles, given in resil-
ience, was significantly (p<0.05) higher in the white
muscle than in the dark muscle throughout the exper-
iment. Regardless of muscle forms, changes in resil-
ience with time were not significant (p>0.05) between
both treatments. Therefore, the combined application
of oregano and VP did not affect the elasticity of the
white and dark muscles.

Chewiness is the work required to masticate
a solid food to a steady state of swallowing [37].
Chewiness was affected in all samples and decreased
with storage time. No significant (p>0.05) differences
in chewiness of white and dark muscle were observed
throughout the storage. Statistical data showed that
treatment did not affect the chewiness of both mus-
cles, indicating that the application of oregano extract
in combination with VP cannot enhance the chewiness
of both white and dark muscles.

Consequently, VP alone cannot enhance texture
parameters of frigate tuna muscles. The combined
use of VP and oregano extract can alter the texture
parameters and had the major effect on only hardness,

adhesiveness, and springiness of both white and dark
muscles of frigate tuna fillets.

Conclusion

Based on the sensory assessment, the shelf life
of both frigate tuna muscles was 12 days for the con-
trol and 18 days for the treated groups. The microbio-
logical results showed that the microbial load was not
affected by the type of muscle during the refrigerated
(3£1°C) storage since skin and white muscle provide
together a protective environment for dark muscle as
in the intact fillet or even in the whole fish. It can be
concluded that the test portion from the white/dark
muscle was sufficient to estimate the microbiological
quality of the analyzed product.

The effect of the combination of oregano extract
with VP on white and dark muscles of frigate tuna fillet
stored as intact fillets without skin removal revealed
lower in the chemical and microbiological indices due
to the antioxidant and antimicrobial properties of the
extract that enhanced texture parameters. Such com-
bination can further delay the deterioration of fish
freshness as they have a promising cumulative effect
that can be used by the seafood processing industry to
extend the shelf life of seafood products.
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