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NOMS USUELS ET TRIVIAUX DES PRINCIPAUX ACIDES
GRASPRESENTESDANSCETTE ETUDE

Nomenclature (acide)

Nomstriviaux (acide) ou

abréviations
C14:0 tetradécanoique myristique
C15:0 pentadécanoique pentadécylique
C16:0 hexadécanoique palmitique
C17:0 heptadécanoique margarique
C18:0 octadécanoique stéarique
C24:0 tetracosanoique lignocérique
Cl6:lcw7  cis9 hexadécénoique palmitol éique
Cl8:1cw7  cis-11 octadécénoique vaccenique
Cl8:1cw9  cis9 octadécénoique oléique
C20:1cw9 cis1l eicosénoique gadoléique
C22:1cw9  cis-13 docosénoique érucique
C24:1cw9  cis-15tetracosénoique nervonique
Cl18:2cw6  cis9,12 octadécadiénoique linoléque
Cl18:3cw3  cis9,12,15 octadécatriénoique linolénique
Cl8:4cw3 cis6,9,12,15 octadécatetraénoique stéaridonique
C20:4cw6 cis5,8,11,14 eicosatetratriénoique arachidonique (AA)
C22:4cw6  cis7,10,13,16 docosatetraénoique docosatetraénoique
C20:5cw3 cis5,8,11,14,17 eicosapentaenoique EPA
C22:5cw3 cis7,10,13,16,19 docosapentaénoique docosapentaenoique
C22:6cw3 cis4,7,10,13,16,19 docosahexaénoique DHA
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INTRODUCTION

1. CONTEXTE GENERAL DE L’ETUDE

La production mondiale de poissons provenant des péches et de I'aguaculture a été
estimée a 143,6 millions de tonnes en 2006 (FAO, 2008). Une grande partie de ce tonnage fait
I’objet d'une transformation pour étre ensuite utilisée en alimentation humaine. Ces étapes de
transformation génerent une quantité importante de déchets estimée a 50% du volume total (Je et
al., 2007). Malgré leurs qualités intrinséques, comme par exemple une grande richesse en
protéines, trés souvent ces déchets ne font I'objet daucun traitement spécifique et sont
directement rejetés dans |'environnement, entrainant des problemes de contaminations.
Cependant, si certaines précautions sont prises, ces déchets peuvent devenir des co-produits qui
se définissent comme étant les parties non utilisées et récupérables lors des opérations
traditionnelles de production. Les co-produits usuels résultant de la transformation des poissons
sont : lestétes, visceres, arétes, queues, nageoires et peaux.

La valorisation de ces co-produits est une problématique de plus en plus actuelle car elle
permet de compenser pour partie la raréfaction de la ressource et limite les frais de retraitement
des déchets de plus en plus importants et qui le plus souvent sont a la charge de I’ entreprise sous
forme de taxe d enlévement. Les co-produits doivent donc maintenant étre considérés comme
d'autres sources de matieres premieres destinées a la production de substances destinées a
I'alimentation, la nutrition animale et humaine, la cosmétique et la santé (antioxydants, antistress,
anti-hypertensifs, collagénes, pigments...).

Le thon est une des especes marines les plus importantes économiquement. En 2006, la
capture mondiale était d’ environ 5 millions de tonnes (Hoang, 2009) dont la quasi-totalité a fait
I’objet de processus de transformations en usines (congélation, conserve,...). Les déchets
principalement générés pendant ces processus sont considérables: téte, visceres, nageoires,
arétes, queue et reliquat de filetage. Ainsi, Soyiri et al., (2003) ont estimé que, dans les
conserveries de thon, de I’ ordre de 60-70% du volume de poissons entrant se retrouvent comme
déchets apres la mise en conserve. Ces déchets de conserverie de thon sont une source de
contamination environnementale importante obligeant les industriels a traiter leurs déchets avant
de les rejeter. La non récupération et la non valorisation de ces déchets engendrent un co(t
économique (et environnemental) de plus en plus élevé ala charge des conserveries.

Cependant, au regard de leur composition, ces déchets s avérent relativement riches en
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protéines, il semble donc intéressant d’ adopter une stratégie de récupération de ces protéines et de
voir s'il est possible de les utiliser notamment comme ingrédients dans les produits alimentaires.
Actuellement, quelques voies de valorisation de masse des co-produits de poissons existent dont
principalement la transformation en farine et huile et la production d'ensilage. Parmi les procédés
en émergence, la protéolyse contrélée par utilisation d’ enzymes exogenes, retient de plus en plus
I”attention car ¢’est une des méthodes qui permet la récupération des protéines mais aussi des
autres composes d'intérét (comme les lipides par exemple) tout en respectant les propriétés
intrinséques des matiéres premiéres (Hoyle, 1994; Gildberg et al., 2002, DaukSas et al., 2005;
Slizyte et al., 2005).

2. OBJECTIFSDE L’ETUDE

Le principal objectif de ce travail est la valorisation de co-produits de thon provenant de
I"industrie de transformation du thon (conserverie). Cette étude se divise en 3 chapitres distincts :
1. Généralités.
2. Hydrolyse de longue durée sur 3 co-produits représentatifs des conserveries de
thon au Vietnam.
3. Hydrolyse de téte de thon et recherche d applications en nutrition animale et

humaine.

Le premier chapitre est une revue bibliographique qui porte sur la situation mondiale de la
péche et de I’aquaculture en général avec une attention particuliére sur le thon. Les différentes
stratégies de valorisation des co-produits sont ensuite présentées et discutées puis le procédé de
I”hydrolyse et notamment de |’ hydrolyse enzymatique sur les matieres premieres marines est
détaillé. Les deux derniéres parties de ce chapitre présentent les secteurs d applications qui vont
étre abordés lors de cette étude : la nutrition des crevettes et |a fabrication de |a sauce de poisson.

Le deuxiéme chapitre relate les expériences conduites en hydrolyse enzymatique, avec
une protéase a large spectre, de 3 co-produits de thon issus de conserverie : tétes, visceres et
queues. De trés nombreux parametres sont étudiés tels que: le degré dhydrolyse, la
solubilisation de la matiére et notamment de I’ azote, la composition biochimique des différentes
fractions et le poids moléculaire des peptides solubles,... Les objectifs principaux de ces

hydrolyses de longue durée (12h) sont d’établir les cinétiques de protéolyse des différents co-
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produits, de connaitre la composition proximae des différents fractions résultantes et de
déterminer les conditions qu’il conviendra d’ appliquer pour permettre une valorisation de ces co-
produits.

L e troisieme chapitre porte sur | hydrolyse enzymatique de la téte de thon en s inspirant
des résultats du chapitre préceédent, et a rechercher a valoriser les fractions résultantes en
alimentation animale et humaine. Pour cela des hydrolyses sont conduites avec une protéase a
large spectre pendant une durée maximum de 8 heures a l’issu de quoi 2 fractions sont séparées
par centrifugation: une phase soluble (hydrolysat) et une phase insoluble (culot). Dans une
premiere partie, des essais de nutrition de la crevette Penaeus vannamei ont été conduits en
bassin d’ élevage. Pour cela, différentes formulations incorporant des fractions variables (soluble,
insoluble, mélange) issues de la protéolyse de la téte de thon ont éé évaluées. Différents
parametres zootechniques ont ainsi éé mesurés: taux de survie, gain de poids, taux de
conversion aimentaire, coefficient d efficacité protéique...Dans une deuxieme partie, |’ effet
d une adjonction d hydrolysats de téte de thon lors de la phase de maturation de la sauce de
poisson viethamienne (Nuoc mam) a été évalué. Différents parametres physico-chimiques et
sensoriels ont été mesurés afin d’ évaluer les bénéfices éventuels d'un tel apport et la qualité des
produits ainsi obtenus comparée a celle de sauces commerciales.
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CHAPITRE 1. GENERALITES

1. PRODUCTION MONDIALE DESPECHESET DE L’AQUACULTURE

Selon |'Organisation des Nations Unies pour l'alimentation et I'agriculture (FAO), la
production halieutique mondiale a atteint 143,6 millions de tonnes en 2006 (FAO, 2008).

Depuis les années 90, il y a une stagnation des volumes capturés dans les océans (de
I”ordre de 90 millions de tonnes par an) et ce malgré le perfectionnement des techniques et
I”allongement des campagnes de péche. Par contre, si les péches de capture n’évoluent guére
depuis 20 ans, les volumes produits par I’aguaculture ne cessent d’ augmenter. D’un niveau
inférieur & un million de tonnes au début des années 50, la production aguacole mondiale est
montée a plus de 51 millions de tonnes en 2006. Cette aquaculture mondiale est largement
dominée par larégion Asie-Pacifique, qui a elle seule produit actuellement 89% de la production
en volume. Cette domination est due essentiellement a I’énorme production de la Chine, qui
représente 67% du volume (FAO, 2008).

H0 -

o0 0 Caplure terrestre
O Aquaculture terrestie

0 | 0 Aguaculture marine

B Capture marine

|50 55 Ba0 BED B70 BrE BED BES BE oas 2000

Industries aguatiques exclues Source FAD

Figure 1. Production mondiale des péches et de I'aquaculture (source FAQO)

La finalité de ces biomasses marines, quelles soient sauvages ou issues de |’ élevage est

bien évidemment la nutrition humaine. Ainsi, prés 75% de ces biomasses marines sont
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directement destinés a la consommation, ce qui en 2006 a représenté environ 110 millions de
tonnes. Le quart restant, soit 30 a 36 millions de tonnes selon les années, n’est pas directement
destiné a des fins alimentaires bien que la plus grande part soit transformée en farine et huile pour

lanutrition animale et particuliérement |’ aquaculture.

Tableau 1. Consommation mondiale des poissons (source FAO)

2002 2003 2004 2005 2006
Consommation humaine 100,7 1034 | 1045 | 107,1 | 1103
(Millions de tonnes)
Utilisation a des fins non alimentaires 32,9 29,8 36 35,6 33,3
(Millions de tonnes)
Population (milliards) 6,3 6,4 6,4 6,5 6,6

Approvisionnements en poissons de

16 16,3 16,2 16,4 16,7
consommeation par habitant (kg)

La part de poissons consommée par habitant est constante voire en |égére hausse depuis
plusieurs années et équivalait a 16,7kg/an en 2006. Ce poisson est soit consommeé frais (48,5%)
soit transformé. En 2006, 54% des poissons ont été transformés ce qui équivaut a 77 millions de
tonnes (dont prés de 30 millions transformés en huile et farine). En ce qui concerne la
consommation humaine, la congélation est la premiere de ces méthodes de transformation (50%
des poissons transformeés pour la consommation humaine sont congel és), viennent ensuite la mise

en conserve et e saurissage (FAO, 2008).
* Le terme poisson employé ici désigne en fait toutes les ressources marines consommeées a savoir les poissons, les

mollusqgues, les crustacés et les algues.

2. THON ET CONSOMMATION DU THON

2.1. Thon

Le thon est un des principaux produits de lamer faisant |’ objet d’ échanges internati onavx.
Il représente 5% des quantités péchées dans le monde et destinées a |’ alimentation humaine, mais
compte pour plus de 10% dans la valeur des échanges internationaux (Paquotte, 1999). Le thon
est une des espéces marines les plus importantes économiquement. Les sept especes principales

péchées et consommées sur le marché international sont la bonite (Katsuwonus pelamis), e thon
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jaune (Thunnus albacares), |e thon obéese (Thunnus obesus), le thon blanc (Thunnus alalunga), le
thon rouge de I’ Atlantique (Thunnus thynnus), le thon rouge du Sud (Thunnus maccoyii), le thon
rouge du Pacifique (Thunnus orientalis) (Oceanic développement, 2005). La capture totale de
ces espéeces est passée de 2,5 millions de tonnes a 4,3 millions de tonnes entre 1998-2003
(Josupeit, 2005). En 2006, la production mondiale de thon était d’environ 5 millions de tonnes
(Hoang, 2009).

Tableau 2. Capture de thon par espéce (1000 tonnes) (source FAO Globefish)

1987 1991 1995 1999 2003
Bonite 1017 1693 1653 1968 2111
Thon jaune 847 955 1014 1213 1485
Thon obése 263 277 374 432 425
Thon blanc 219 168 190 255 225
Thon rouge (de I’ Atlantique, 58 45 72 57 52
du Sud et du Pacifique)
Total 2404 3138 3303 3925 4297

En terme de volume, la bonite est |’ espéce la plus abondante sur le marché international
avec plus de 2 millions de tonnes débarquées soit environ 50% des captures mondiales de thon
(Tableau 2). En termes de valeur marchande, par contre, le thon jaune est |a premiére espéce de
thon avec des volumes débarqués moindres que la bonite (1,5 millions de tonnes en 2003) mais

un prix de vente supérieur (Josupeit, 2005).

Les principaux pays producteurs de thon sont le Japon, Taiwan, I’ Indonésie, la Coreée, les
Philippines, les Etats-Unis, |’Espagne, la France et, dans une moindre mesure, le Vietnam
(Josupeit, 2006). Les especes de thon océanique principalement péchées au Vietnam sont la
bonite (Katsuwonus pelamis), le thon jaune (Thunnus albacares) et le thon obése (Thunnus
obesus). En 2007, la production de thon jaune et de thon obese des 3 provinces de Khanh Hoa,
Phu Yen et Binh Dinh était de 9 500 tonnes, représentant 56% de la production totale de thon
(Hoang, 2009).

2.2. Consommation du thon

Sur le marché international, le thon est commercialisé sous 3 formes principales: frais

(particulierement pour la consommation sous forme de sashimi), congelé et en conserve
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(Josupeit, 2006). C’est cette derniere forme qui est largement majoritaire puisgue plus de 70% du
thon péché est transformé en conserve (Oceanic development, 2005). Les especes de thon mis en
conserve sont la bonite, le thon jaune et le thon blanc (ou germon). La bonite est |’ espéce la plus
utilisée en conserverie de thon tandis que le thon jaune (péché par les senneurs) présente une
qualité et un prix supérieurs. Quant au thon blanc, il occupe un marché de niche particulierement
aux Etats-Unis, en France et en Espagne.

Les principaux producteurs de thon en conserve sont la Thailande, I’ Espagne et les Etats-
Unis. Au niveau de I’Union européenne, les principaux pays producteurs de conserve de thon
sont I’ Espagne (251 000 tonnes en 2002), I’ Italie (72 000 tonnes) et la France (43 000 tonnes).
Sur le continent américain, les principaux producteurs de thon en conserve sont les Etats-Unis
(248 100 tonnes en 2002) et le Mexique (71 800 tonnes). En Asie, la production de thon en
conserve est concentrée en Thailande (269 400 tonnes), le plus grand producteur mondial, aux
Philippines (80 000 tonnes) et au Japon (62 100 tonnes) (Oceanic development, 2005).

La consommation mondiale de thon en conserve a été de 0,48 kg/habitant en 2002 avec
comme principaux pays consommateurs: |’Union européenne (35% de la consommation
mondiale), les Etats-Unis, le Canada, le Japon, le Mexique et I’ Iran. Les Etats-Unis sont les plus
grands consommateurs de thon en conserve avec 25 a 28% de la consommation mondiale de ce
type de produits (Hoang, 2009). Pour |’ Europe, la consommation est estimée a environ 500 000
tonnes par an. Les quatre marchés principaux sont : |’ Italie, I’ Espagne, la France et le Royaume-
Uni (Paquotte, 1999). L’Espagne est le pays ayant la plus forte consommation par habitant :
2,22kg /habitant /an (Oceanic development, 2005). La Thailande est le principal fournisseur de
thon en conserve avec 506 100 tonnes en 2008 (FA O globefish, 2009).

Les principaux pays exportateurs de thon frais ou congelé sont Taiwan, |’Espagne, la
Corée, I'Indonésie, Singapour et la France. Les principaux pays importateurs de thon frais ou
congelé sont le Japon, la Thailande, les Etats-Unis, |’ Espagne et I’ [talie. (Josupeit, 2006). Hormis
pour le Japon, ces importations sont principalement destinées a I'industrie de la conserve. Le
Japon a importé 38 012 tonnes de thon frais et 197 451 tonnes de thon congelé en 2007
(Globefish, FAO, 2008).

Le Japon, les Etats-Unis et I'EU sont les plus grands marchés pour le thon. Le Japon est
deloin le plus grand consommateur de thon frais et congelé, consommant alui seul 20-25% dela

production mondiale de cette sorte de produits.
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Aujourd’hui, le Vietnam a une position notable parmi les pays exportateurs de thon et
voit sa production et ses exportations augmenter régulierement depuis une dizaine d’ années
(Tableau 3). Le Vietnam a obtenu en 2008 quelques 188 millions de dollars d'exportations de
thon, soit une augmentation de 25% par rapport a 2007 (Quang, 2009). Les pays importateurs de
thon vietnamien sont de plus en plus nombreux passant de 20 en 2002 a 83 en 2008 (FAO, 2008).
Ces principaux pays importateurs sont : les Etats-Unis (32,27% de la production viethamienne),
le Japon (11,6%), I’ Allemagne (6,5%), la Hollande (5,34%), I'Espagne (5,02%), le Mexique
(3,41%).

Tableau 3. Exportations viethamiennes de thon (source : Fisheries Information
Center of Vietham, WPEA OFM, 2009)

Année M asse (tonnes) Chiffre d’affaire (Million USD)
2000 5912 22,98
2001 14 476 58,59
2002 20735 77,46
2003 17 362 47,72
2004 20784 55,05
2005 30 208 82,24
2006 44 822 117,13
2007 52 584 150,36

Le thon jaune (Thunnus albacares) et |e thon obése (Thunnus obesus) sont les principales
espéeces exportées par le Vietnam principalement sous forme de thon frais ou de filets congelés
(FAO globefish, 2008). Si le thon en conserve ou congelé domine encore largement le marché
(intérieur ou a I’export), une diversification des produits est observée depuis quelques années

avec aujourd’ hui prés de 42 catégories de produits de thon différents.

3. CO-PRODUITS DE POISSON: DEFINITION ET VOIES DE
VALORISATION

3.1. Définition

Les co-produits sont définis comme les parties non utilisées et récupérables lors des

opérations traditionnelles de production. Il existe trois grand types de producteurs de co-produits:
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les mareyeurs, les saleurs - saurisseurs et les conserveurs. Pendant |a transformation de poisson
pour la consommation humaine, des co-produits incluant les tétes, les visceres, la chute de parage
(filetage), la peau, |'écaille, les arétes et les queues sont générés. Dans un contexte de
développement durable mais aussi et surtout dans un souci de rentabilité économique, ces co-
produits font depuis plusieurs années I’ objet de I’ attention des industriels qui aimeraient en tirer
bénéfices. L’ analyse des compositions proximales de ces matiéres « secondaires » fait ressortir
I’ existence de trés nombreuses molécules ou groupes de molécules potentiellement valorisables
notamment des protéines, des fractions lipidiques, des vitamines, des minéraux mais aussi des
composes bio actifs qui ont des propriétés bénéfiques pour la santé humaine et animale (Dumay,
2004, Shahidi, 2006).

3.2. Différentes voies de valorisation des co-produits de poisson : produits dévivés

Le produit dériveé est le produit commercial obtenu a partir d’ un co-produit. Compte tenu
de I"'importance des co-produits, de nombreux efforts ont été réalisés pour les utiliser dans
diverses applications: I'aimentation animale ou humaine, la diététique, la nutraceutique, la
pharmaceutique, le cosmétique et d’ autres applications. A partir d'un méme type de co-produit
(téte, visceres, arétes, peau) il est possible d obtenir différents produits dériveés.

3.2.1. Farine et huile de poisson

La production de farine et d’ huile de poisson pour la nutrition animale est actuellement la
valorisation de masse des co-produits la plus importante car tous peuvent étre utilisés sans
distinction. Ainsi, en 2006, environ 20,2 millions de tonnes de poisson et de co-produits ont été
transformés en farines (FAO, 2008). En 2008, 2,6 millions de tonnes de farine ont ains été
commercialisés avec pres de 25% des matieres utilisées qui éaient des co-produits issus de
I'industrie de transformation du poisson (FAO Globefish, 2009).

Les principaux pays producteurs de farine et d huile de poisson sont le Pérou, le Chili, le
Danemark et la Norvege (FAO Globefish, 2009). La farine de poisson est la premiére source de
protéines utilisée pour I'alimentation des animaux d’'éevage en raison de ses hautes qualités
nutritives. Une partie importante de ces farines est utilisée pour faire des aliments pour
I’aquaculture de poissons et de crevettes. L’autre partie est utilisée pour I'aimentation des
poulets et des porcs. Les farines contiennent en général de 65 a 67% de protéines et un maximum
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de 12% de lipides. Elles possedent de bonnes valeurs nutritives et une grande teneur en acides
aminés essentiels mais sont peu solubles, possedent peu de propriétés fonctionnelles et peuvent
causer desinconvénients liés aleur forte teneur en sels minéraux (Denes, 2006).

L’ utilisation mondiale de farine de poisson en 2002 est détaillée sur la Figure 2 (Schippe,
2008).

8% 5%
14%
o4% O Aquaculture O Aquacuture
% W Volaile E Comestibles
OPorc O Industrie
OAutres
81%
(a (b)

Figure 2. L’utilisation mondiale defarine (a) et d”huile de poisson (b) (Schippe, 2008)

Au Vietnam, la demande de farine de poisson est forte, principalement liée au
développement de I'aquaculture. Selon les statistiques de I'Institut de Recherche Aquacole 2 de
Ho Chi Minh ville, la demande de farine de poisson dans I'alimentation pour la volaille et
I'aquaculture est évaluée a environ 800 000 tonnes par an. La production actuelle de farine de
poisson répond approximativement au tiers de cette demande, soit 265 000 tonnes. Les quantités
de farine de poisson utilisées comme aliment pour crevettes et poissons sont évaluées a environ
43 000 tonnes et 50 000 tonnes, respectivement (Dao et al., 2005).

3.2.2. Hydrolysats enzymatiques de poisson

Les hydrolysats sont le résultat de la digestion partielle des protéines par hydrolyse
protéolytique de poissons entiers ou de co-produits. Les hydrolysats sont des fractions a teneur
protéique élevée obtenues soit par autolyse (uniquement sous I’ action d’ enzymes endogenes) soit
par hétérolyse (avec addition d’enzymes exogenes). Une fois sechés, ces hydrolysats ont un

aspect identique a celui des farines.

25



3.2.2.1. Autolysats

Les autolysats sont obtenus principalement par I'action des enzymes protéolytiques
endogénes du poisson, présentes dans le systéme digestif (pepsine, trypsine, chymotrypsine) ainsi
gue dans le tissu musculaire (cathepsines). Les bactéries naturellement présentes dans le mélange
participent également a cette protéolyse. Les autolysats sont généralement liquides, assez
visgueux, riches en acides aminés libres et en petits peptides. Ils constituent une nourriture idéale
pour |’ alimentation animale (Ravallec-Pl€, 2000).

L es sauces de poisson sont un exemple d’ autolysats issus de la fermentation de poissons
fortement salés. Ce sont des produits traditionnels importants de |’ alimentation pour certaines
populations du sud-est asiatique et portent les dénominations de nuoc-mam (Vietnam), Nam-pla
(Thailande) ou Shiokara (Japon)... La conservation de ces produits est assurée par leur forte
teneur en sel marin. La fermentation est un moyen traditionnel utilisé pour conserver |le poisson,
puisgu’ elle permet de limiter certaines proliférations bactériennes par addition de sel. L’ activité
des enzymes endogenes permet la maturation de la matiere premiére et I'obtention du produit
final. Dans ces mélanges complexes, la présence dinhibiteurs naturels diminue I'activité des
enzymes endogenes. La vitesse de l'autolyse est alors trés lente, la durée des procédés est au
minimum de 6 mois (Roy et Durand, 1997).

La péte de poisson fermentée sobtient par I'acidification des déchets de poisson gréace a
I"gjout d'un acide organique, tel que I'acide formique. La péte de poisson et de crevettes
fermentée est tres nutritive et est employée en général comme complément protéique pour les
porcs, la volaille et I’aquaculture (Johnson, 2002). Elle est congtituée de poissons autolysés
notamment grace al’ action des enzymes digestives des visceres.

3.2.2.2. Hétérolysats

Les hétérolysats sont des produits obtenus par I'action d’une enzyme ou d un mélange
d enzymes additionné au milieu. Ce type d’ hydrolyse enzymatique permet d’ obtenir des produits
protéiques solubles dotés de bonnes propriétés fonctionnelles et susceptibles d’ étre utilisés en
alimentation humaine ou animale. Plusieurs parametres influencent cette hydrolyse notamment la
température, le pH, le ratio enzyme/substrat et le temps d’ hydrolyse (Liaset et al., 2000).

De trés nombreuses enzymes peuvent étre utilisées pour ce type d hydrolyse. Les

enzymes d’ origine végétale les plus fréqguemment employées sont la papaine et la bromélaine.
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Quant aux enzymes d origine animale (porcine et bovine) les plus fréguentes sont la trypsine, la
chymotrypsine et la pepsine. Les enzymes microbiennes de loin les plus nombreuses dans ce type
d application présentent plusieurs avantages par rapport aux enzymes d’ origine animale ou
végétale: leurs types d activité catalytique sont plus variés et leur stabilité face aux variations de
température et de pH est meilleure. De ce fait, elles représentent aujourd’ hui environ 90% des
enzymes produites pour les procédés industriels. De plus en plus, les industriels du secteur,
commercialisent leurs enzymes sous forme de complexes enzymatiques comme par exemple
Alcalase, Protamex et Flavourzyme commercialisées par la société Novozymes.

Le Tableau 4 recense les principales protéases ou complexes enzymatiques et les
conditions opératoires utilisés pour la fabrication d’ hydrolysats de co-produits de poisson. Cette
hydrolyse accélérée a I'aide d'enzymes exogenes présente par rapport aux autolysats de
nombreux avantages tels que le contréle de |'hydrolyse et des propriétés de I'hydrolysat, et
I utilisation d’ une température de catalyse modérée (Diniz et Martin, 1996). Le plus grand intérét
réside cependant dans la possibilité de pouvoir diriger I’ hydrolyse vers des peptides particuliers
grace al’ utilisation d’ enzymes et de conditions opératoires spécifiques (température, pH, rapport
Enzyme/Substrat (E/S), durée de I’ hydrolyse...) (Liaset et al. 2000).
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Tableau 4. Principales protéases utilisées pour I’ hydrolyse des co-produits marins

Enzyme Subgrat Température oH Ratio Références
(°C) enzyme/substrat
Alcalase Estomac de thon 50 0,2-3% Guérard et al., 2001
Viscéres de morue 50 0,05-0,5% Slizyte et al., 2005¢
Viscéres de sardine 50 8 0,1% Dumay,2006 ; Dumay et
al., 2006
Viscéres de seiche 50 8 0,1% Kechaou et al., 2009
Muscle de requin 55 8,3 37g/kg Diniz et Martin, 1997
Téte de saumon 49-61 7-8 3,565 Gbogouri et al., 2004
Muscle de morue 30-60 7-8,2 0,25-2% Ravallec-Plé et al., 2000
Arétes de saumon 56-60 7,3-7,6 30 AU/kg Liaset et al., 2000
et de morue protéine
Téte d hareng 50 8 0,5 Sathivel et al., 2003
Protamex Co-produits 60 0,2% Dumay et al., 2004
de morue
Viscéeres 50 8 0,1% Dumay,2006 ; Dumay et
de sardine al., 2006
Visceres de seiche 50 8 0,1% Kechaou et al., 2009
Arétes de saumon 36-50 5,4-7,7 | 30-90AU/kg Liaset et al., 2002
protéine
Arétes de saumon 55 6,5 11,1 AU/kg Liaset et al., 2003
protéine
Viscéres de morue 55 55-7,5 1% Aspmo et al., 2005
Neutrase Viscéres de morue 50 6,7-6,9 0,3% DaukSas et al., 2005
Viscéres de morue 50 6,7-6,9 0,3% Sizyte et al., 20053,
2005b.
Visceres de morue 55 55-7,5 1% Aspmo et al, 2005
Capelan 50-55 7 30 AU/kg Shahidi et al., 1995
protéine
Arétes de saumon 47-50 6,3-6,5 30 AU/kg Liaset et al., 2000
et de morue protéine
Flavourzyme | Visceres de morue 50 6,7-6,9 0,1% DaukSas et al ., 2005
Viscéres de morue 50 6,7-6,9 0,1% Sizyte et al., 2005a;
2005b.
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Co-produits de 50 6,5 0,25% Dumay et al., 2004
morue
Visceres de sardine 50 8 1,5% Dumay,2006 ; Dumay et
al., 2006
Visceres de seiche 50 8 1,5% Kechaou et al., 2009
Umamizyme | Estomac dethon 45 7 0,1-1,5% Guérard et al., 2002
Kojizyme Arétes de saumon 46-55 5,5-5,9 5000LAPU/kg Liaset et al., 2000
et de morue protéine
Pepsine Co-produits de 37 2 1% Batistaet al., 1995
poisson
Raie 37 25 1% Pastoriza et al., 2003
Arétes de saumon 36-38 2,4-2,8 125 AU/kg Liaset et al., 2000
et de morue protéine
Trypsine Co-produits de 37 8 1% Batistaet al., 1995
poisson
Chymo- Co-produits de 40 7,0 0,01% Dumay et al., 2004
trypsine morue
Papaine Co-produits de 37 6 1% Batistaet al., 1995
poisson
Raie 65 6,3 1% Pastoriza et al., 2003
Co-produits 60 6,5 2% Dumay et al., 2004
de morue

De tels hétérolysats de poisson trouvent actuellement des applications dans de nombreux

domaines tels que: la nutrition animale et humaine, la nutraceutique et 1a pharmaceutique.

Nutrition animale

Les hydrolysats protéiques de poisson ont les avantages d’ étre trés digestes et d' avoir une

haute qualité nutritive. lls sont largement utilisés en nutrition animale particulierement en

aquaculture ou ils se substituent partiellement a la farine de poisson (Lian et al., 2005.,

Kotzamanis et al., 2007). Ce remplacement des farines par des hydrolysats de poisson

augmenterait dans certains cas la croissance des poissons (Plascencia-Jatomea et al., 2002;
Refstie et al., 2004, Tang et al., 2008). Les procédés d hydrolyse enzymatique permettent

d obtenir des peptides biologiquement actifs, dotés de propriétés immunostimulantes, stimulant
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gastrique, anticancéreuses, anti-hypertensives, anti-oxydantes... La stimulation gastrique s avére

particulierement intéressante en aguaculture car elle favorise la digestibilité de I’ aliment.
= Nutrition humaine

Depuis une quarantaine d’ années, les industriels s'intéressent aux hydrolysats de poisson
pour leur intérét nutritionnel et leur incorporation dans des régimes spécifiques (diététiques) en
alimentation humaine. C’est pourquoi les propriétés fonctionnelles telle que la solubilité, la
rétention d’'eau, la capacité émulsifiante, le pouvoir moussant ont été étudiées afin de déterminer
dans quelle mesure ces hydrolysats permettent de modifier les caractéristiques organoleptiques
des aiments ou d'augmenter leur durée de stockage (Kristinsson et Rasco, 2000c; Sathivel et al.,
2003; Nabil et al., 2007; Pacheco-Aguilar et al., 2008). D’une maniere générale, les propriétés
fonctionnelles des hydrolysats sont liées aux conditions d’hydrolyse. Ainsi, en contrélant ces
conditions, il est possible d’orienter les propriétés fonctionnelles et donc de diversifier les

applications alimentaires.
= Nutraceutique et pharmaceutique

Certains de ces composeés de bioactive ont été identifiés comme possédant de posséder le
potentiel pharmaceutique et nutraceutique qui est avantageux dans |I’amélioration de santé
humaine (Kim et Mendis, 2006). Des substances bioactives peuvent étre issues de |’ hydrolyse
enzymatique de certains co-produits (viscere, tétes). De trés nombreux auteurs se sont intéressés a
la recherche de peptides bioactifs au sein d’ hydrolysats (Benkajul et Morrissey, 1997, Ravallec-
Plé et al., 2001). Parmi les tres nombreuses activités biologiques identifiées a ce jour, il convient
de noter les suivantes a titre d’ exemple: anti-oxydante (Jun et al., 2004; Rajapakse et al., 2005);
Je et al., 2007 Klompong et al., 2007, Thiansilakul et al., 2007; SliZyte et al., 2009),
immunostimulante (Gildberg et al., 1996; Tang et al., 2008), anti-hypertensive (Zhao et al.,
2007), anti-stress, stimulation gastrique, antiprolifératrice (Picot et al., 2006), immuno-
modulatrice (Duarte et al., 2006).

Les secteurs de la nutraceutique et de la pharmacie sont tres porteurs et demandeurs de
nouveaux produits, ¢’ est pourquoi il existe un certain engouement a |’ heure actuelle pour la
conduite de protéolyse ménagée de matieres premiéres marines (dont les co-produits) en vue de

produire des peptides bioactifs a forte valeur ajoutée.
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= Milieu de culture bactérienne

Dans la culture de microorganismes (bactéries, champignons, levures), c'est le milieu de
culture qui représente le plus gros investissement (Martone et al., 2005). L’utilisation
d hydrolysats de poisson comme source de nutriments pour |es microorganismes constitue donc
une voie intéressante de valorisation. Cette utilisation permet conjointement d’ augmenter la
valeur des hydrolysats et de réduire le colt de production de la culture cellulaire. Plusieurs
travaux ont ains mis en évidence une possible substitution des milieux de culture
« traditionnels » par des hydrolysats de co-produits de poisson (Guérard et al., 2001, Aspmo et
al., 2005).

3.2.3. Hachis congelé

L’ utilisation des co-produits sous forme de hachis congelés est tres certainement celle qui
nécessite le moins d’ opérations de transformation. En effet, aprés un tri spécifique (les visceres et
la peau sont éliminés tout comme les poissons cartilagineux), les co-produits sélectionnés sont
broyés et filtrés, puis le hachis obtenu est congelé en blocs. Les hachis congelés sont une bonne
source de protéines et ils sont utilisés par I'industrie du petfood (animaux de compagnie) et
ome

représentent en tonnage la voie de valorisation des co-produits marins en France avec

environ 30 000 tonnes par an (Andrieux 2004).

3.2.4. Arébmes

Les extraits et les aromes marins sont de plus en plus demandés dans |e monde notamment
en Asie (Johnson, 2002). Deux principes de fabrication cohabitent : le premier qui vise a sécher
la matiére par cuisson puis a broyer le produit conduit a I’ obtention d’ une poudre aromatique peu
soluble ; le deuxiéme au contraire consiste a mettre en contact la matiére premiére et I’ eau puis a
récupérer cette eau et a concentrer puis sécher les matieres organiques dissoutes afin d’ obtenir un
extrait soluble. De trés nombreux produits d origine marine sont ainsi produits a partir de
saumon, de morue, des anchois, du thon, des crevettes, du homard, du crabe, du calmar, des
pétoncles, des huitres... Les co-produits peuvent ainsi étre valorisés a la condition impérative

qu'ils soient de qualité et propre ala consommation humaine.
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3.2.5. Autres produits dérivés a haute valeur ajoutée

La marge bénéficiaire qu engendre la production de farine et d’huile de poisson est
minime et la viabilité des industries n’ est assurée gque par les trés gros volumes qu’ elles traitent.
Depuis une cinquantaine d années, les travaux des équipes de recherche laissent entrevoir
d autres possibilités de valorisation de ces co-produits avec, bien souvent, une plus forte valeur

gjoutée: collagene, gélatine, chondroitine sulfate, huiles riches en acides gras omeéga 3, |écithines.

3.2.5.1. Collagéne et gélatine

Le collagéne qui est une glycoprotéine fibreuse est un des ééments les plus importants de
la structure de la peau contribuant notamment a sa résistance physique et son élasticité. Le
collagéne agit généralement comme agent filmogene hydratant et restructurant du tissu cutané. |1
contribue a I’ élasticité de la peau et a améliorer |’ état de surface cutanée et a un réle important
pour limiter le vieillissement de la peau (apparition des rides, rigidification de la peau). C' est un
desingrédients majeurs de |’ industrie cosmétique.

Les co-produits de poisson et particulierement la peau et les arétes s averent étre une
matrice de choix pour la production de collagene (Morimura et al., 2002; Sadowska et al., 2003;
Kolodzigjska et al., 2004; Muyonga et al., 2004; Ogawa et al., 2004).

La forme hydrolysée du collagene ou dénaturée par la chaleur est plus communément
appelée gélatine. Tout comme le collagene, la gélatine est obtenue a partir de peaux, et d arétes
mais aussi parfois a partir de nageoires et de vessies natatoires. Cette gélatine marine peut (sous
certaines conditions) étre utilisée dans I'industrie alimentaire en substitution des gélatines

bovines ou porcines classiquement utilisées (comme gélifiant principal ement).

3.2.5.2. Chondroitine sulfate

La chondroitine sulfate est une glycoprotéine constitutive des cartilages impliquée dans la
tonicité des tissus de soutien. Les sources marines sont principalement les cartilages de raies et
requin. Actuellement, cette chondroitine est utilisée en tant qu’ aliment fonctionnel pour réduire
les douleurs articulaires, améliorer la fonction articulaire et assurer une protection structurelle de

I articulation chez les patients atteint d’ arthrose.
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3.2.5.3. Huileriche en acides gras oméga 3

L’intérét nutritionnel des acides gras de la famille des omégas 3 n’est plus a démontrer
notamment pour leur effet préventif sur les maladies cardiovasculaires et pour leur contribution
au développement cérébral chez I’ enfant. Parmi les différentes sources disponibles, les huiles de
poissons sont privilégiées car elles sont riches en acides gras oméga 3 a longue chaine et
particulierement en C20:503 (acide eicosapentaénoique ou EPA) et C22:6 ®3 (acide
docosahexaénoique ou DHA). A |’aide d’ étapes de filtration et de concentration, les acides gras
de cette famille sont peu a peu concentres. Ces concentrés sont encapsul és et commercialises sous
la forme de compléments alimentaires ou formulés dans des aliments dénommés « aliments

fonctionnels » tels des boissons, des soupes, des céréal es (Johnson, 2002).
3.2.5.4. Lécithine

L es phospholipides, trivialement appelés Iécithines, sont un des constituants majeurs des
membranes cellulaires. Ils possedent de tres nombreuses fonctionnalités qui leur conferent un
intérét pour des applications dans les domaines de la nutraceutique, le médical, la cosmétique et
I’ agro-alimentaire. Dans la majeure partie des applications, ils sont principalement utilisés pour
leurs propriétés émulsifiantes indépendantes de leur greffage en acides gras. Cependant, les
lécithines marines présentent en plus la particularité d étre riches en acides gras oméga 3 et
notamment en acides gras a longue chaine de haut intérét nutritionnel. C'est pourquoi depuis
quelques années, il y a un regain d’'intérét pour ce type de produits issus du milieu marin et
notamment de co-produits afin de réduire les colts et d assurer une disponibilité. Les oaufs et la
laitance de poissons sont des matrices de choix tout comme certaines tétes de poisson (thon,

saumon...).

4. HYDROLY SE

A |"heure actuelle, des quantités considérables de matériel protéique sont perdues par les
industries de transformation du poisson qui ne vaorisent guére leurs co-produits ou déchets.
L’ hydrolyse des protéines est donc une des voies privilégiées de la val orisation de ces co-produits
mais pour celail convient d’ adopter une stratégie de récupération de ces protéines présentes afin

de pouvoir les utiliser ultérieurement en nutrition humaine ou animale.
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Cette hydrolyse des protéines, qui peut se faire par voie chimique ou enzymatique,

conduit a une grande variété de produits.
4.1. Hydrolyse chimique

L’ hydrolyse chimique est la plus ancienne et peut étre conduite en milieu acide (HCI ou
H,SO,4) ou en milieu alcalin (NaOH) dans des conditions drastiques telles que des températures
de |’ ordre de 100°C et des fortes concentrations de soude ou d’ acide.

Dans le cas de I'hydrolyse acide, I'utilisation de |'acide chlorhydrique présente
I"avantage, lors de la neutralisation par la soude, de produire du chlorure de sodium qui joue un
réle de conservateur pour le produit. Cependant cette hydrolyse acide a I'inconvénient de
décomposer partiellement certains acides aminés et de détruire compléetement le tryptophane. Il
sera donc nécessaire de supplémenter |” hydrolysat acide par ces acides aminés.

L' hydrolyse alcaline par la soude provoque la destruction de la cystéine, la cystine,
I’arginine et la méthionine. D’ autre part, |I" hydrolyse alcaline cause la racémisation des L-acides
aminés en D-acides aminés non absorbés par I’homme, ce qui réduit la valeur alimentaire du

produit, car seuls les L-acides aminés sont assimilables.
4.2. Hydrolyse enzymatique

L’hydrolyse enzymatique présente |’avantage d'étre plus facilement contrélable que
I” hydrolyse chimique. Elle permet également de préserver la valeur nutritionnelle de la matiere
premiere et ne nécessite pas de traitement chimique pour éiminer I’ agent hydrolysant, |’ enzyme

étant simplement inactivée par un échauffement modéré.
4.2.1. Principe de |” hydrolyse enzymatique

Une enzyme est une protéine catalysant une réaction biochimique. Comme tout catalyseur,
elle est retrouvée intacte a la fin de la réaction. Une enzyme est spécifique d’ une réaction, c'est-a-
dire qu’ elle catalyse toujours |la méme transformation sur les mémes corps chimiques.

Lors d'une hydrolyse enzymatique, les protéases vont briser les liaisons peptidiques entre
deux acides aminés adjacents dans la séguence primaire d’ une protéine, générant ainsi au moins
deux peptides. L’ hydrolyse des liaisons peptidicues va donc générer la libération des protons H*
(Figure 3). Cette libération de protons H* va induire une acidification du milieu. Ce principe est

valable pour les hydrolyses se déroulant a pH supérieur a 6,5, pour que le degré de dissociation
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des ions R-N"H3 soit suffisant (Ravallec-Plé, 2000). Lorsque le pH est inférieur, la réaction

sinverse et ce seront desions HO™ qui seront libérés.

Ho o H o H R2
R2 enzyme |4
/<N + OH, - 4 HN

RL ) o)
by R1 H H

H R2 H R2
H—ITIL'f - H—NA'f o+ W

H H H

Figure 3. Schéma r éactionnel delalibération de protonsH™ lorsdel’ hydrolyse enzymatique
apH>6,5

4.2.2. Parameétresinfluents sur I’ hydrolyse enzymatique

L' hydrolyse enzymatique des protéines peut étre affectée par différents facteurs: la
température, le pH, la concentration du substrat et de I’enzyme, la présence ou I’ absence de

substances inhibitrices et activatrices.

4.2.2.1. Influence de la température

L’enzyme qui est de nature protéique voit son activité modifiée par la température.
Chague enzyme possede sa propre gamme de température dans laguelle elle est active, cette
gamme dépend du pH et de la nature du substrat. La plupart des enzymes présentent ainsi une
activité maximale a des températures comprises entre 40 et 50°C et sont inactivées lorsque la
température dépasse 70°C. Dans la gamme de température optimale, si la température s ééve de
10°C, lavitesse de |’ hydrolyse augmente de 1,5 & 2 fois.

4.2.2.2. Influence du pH

Tout comme pour la température, |I'’enzyme est tres sensible au changement de pH.
Chague enzyme est ains caractérisée par un pH optimum spécifique et une gamme de
fonctionnement de pH relativement réduite. Plus le pH du milieu réactionnel est éloigné de ce pH
optimal plusil y a de modifications de |’ état d’ionisation de certains acides aminés situés sur le

site actif pouvant empécher la formation du complexe enzyme/substrat.
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4.2.2.3. Influence de la concentration en enzyme

Comme dans toute réaction enzymatique, la vitesse d hydrolyse est proportionnelle a la
concentration en enzyme. Cependant, au-dela d’ une certaine concentration en enzyme, la totalité
du substrat se trouve complexé et lavariation de la vitesse d’ hydrolyse est négligeable. Il est donc
préférable d'utiliser une concentration d’enzyme convenable pour des raisons d efficacité

maximale et de réduction de co(it.

4.2.2.4. Influence de la présence d’inhibiteurs ou d’ activateurs

La vitesse d’'une réaction et I’ activité de I’ enzyme peuvent étre modifiées par la présence
d inhibiteurs ou activateurs. Les inhibiteurs sont des substances qui peuvent diminuer I’ activité
de I’enzyme quand ils sont présents. Ils peuvent étre compétitifs, c'est-a-dire possedant une
analogie de structure avec le substrat leur permettant d'aller se loger sur le site actif de I’ enzyme
alaplace du substrat ou al’inverse étre non compétitifs et dans ce cas se fixer non pas sur le site
actif mais sur d’'autres sites de I’enzyme, modifiant ainsi sa structure tridimensionnelle et son

activité.

5. CREVETTES

5.1. Production mondiale de crevettes

La production mondiale de crevettes (péche et aguaculture) est estimée a environ 6
millions de tonnes dont 3,4 millions de tonnes capturés en 2005 (FAO, 2008). La production de
crevettes est répartie dans toutes les zones géographiques. Cependant, I’ Asie est 1a zone la plus
importante pour la capture des crevettes. Dix pays réalisent a eux seuls les deux tiers de la
production : la Chine, I'Inde, I’ Indonésie, la Thailande, e Vietnam, le Canada, les Etats-Unis, le
Groenland, la Malaisie et le Mexique. La Chine joue un role dominant, environ le tiers de la
capture mondiale de crevettes est réaliseé par ce pays (Gillett, FAO, 2008). En dehors de la Chine,
les principaux pécheurs de crevettes sont donc I’Inde, les Etats-Unis et la Thailande pour les

crevettes d’ eaux chaudes, le Groenland, la Norvége et I’ |slande pour les crevettes d’ eaux froides.
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Figure 4. Production mondiale de crevettes (Josupeit, 2006)

En ce qui concerne I’ aquaculture des crevettes, environ 40% de la production mondiale de
crevettes en provient. L’ aguaculture des crevettes s est fortement accrue ces derniéres années. La
production mondiale de crevettes d'éevage a atteint 2,6 millions de tonnes en 2005 pour une
valeur de 10,6 milliards de dollars (FAO, 2008). Pres des trois quarts des crevettes d'élevage sont
produits en Asie, particulierement en Chine et en Thailande. Le dernier quart est produit
principalement en Amérique latine, avec le Brésil comme premier producteur. En quelques
années, |'élevage des crevettes est passé d'une activité traditionnelle a petite échelle (Asie du sud-
est) a une industrie mondiale, les progres technologiques permettant d'élever les crevettes avec
des densités plus élevées. Actuellement, le premier producteur de crevettes d' élevage est la
Chine, suivie par les autres pays asiatiques tels que la Thailande (490 000 tonnes en 2008),
I”Indonésie (300 000 tonnes en 2008) (FAO Globefish. (2009). La grande majorité des crevettes
d'élevage appartient a la famille des Penaeidae ou deux espéces, Penaeus vannamei (crevette a
pattes blanches) et Penaeus monodon (crevette géante tigrée), dominent et représentent pres de
80% de la production aguacole.

Les crevettes sont des matiéres premiéres les plus importantes d’ échanges internati onaux.
La valeur des exportations annuelles de crevettes est actuellement de plus de 10 milliards de
dollars. La Thailande est le premier exportateur avec une part de marché de plus de 30%, suivie

par la Chine, I'Indonésie et I'lnde, avec environ 10% chacun. Les autres pays exportateurs
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notables sont le Vietnam, le Bangladesh et I'Equateur. La Thailande exporte presque toute sa
production, tandis qu'en Chine la production nationale est pour I'essentiel destinée au marché
intérieur. Les Etats-Unis, le Japon et I’Union européenne sont les plus grands marchés de
crevettes. En 2008, les Etats-Unis ont importé 564 000 tonnes, valant 4 093 millions de dollars
(FAO, globefish, 2009). Le Japon importent environ 300 000 tonnes chague année. Des pays
asiatiques sont des fournisseurs majeurs tels que le Vietnam et I'lndonésie. De plus, des nations
africaines, comme Madagascar et le Nigeria sont aussi des fournisseurs de crevettes pour le Japon
(Gillet, FAO, 2008). L’ Union européenne importe presgue autant de crevettes que les Etats-Unis,
avec |'Espagne comme marché principal, suivi par la France, le Royaume-Uni et I'ltalie. En 2006,
les six nations majeures d'approvisionnement en termes de volume étaient |’ Islande, I'Equateur,
I'Inde, le Canada, la Chine et le Brésil (Gillet, FAO, 2008).

5.2. Besoins nutritionnels des crevettes
5.2.1. Besoin en protéines

Le besoin en protéines des animaux aquatiques est plus élevé que celui des mammiferes
(Guillaume et al., 1999). Ainsi, pour les crustacés ce besoin est de 30-55% selon |’ espece (voir
Tableau 4). Cependant il varie aussi selon leur stade de développement et la source protéique
utilisée. Si lateneur en protéines dans |’ aliment est trop basse, e poids de |’ animal diminuera car
il utilisera ses propres protéines pour maintenir ses activités essentielles. A I'inverse, si la teneur
en protéines dans I’aliment est trop élevée, seule une partie des protéines sera utilisée pour
synthétiser les nouvelles protéines dans le corps, le reste sera transformé en énergie ou sera
excrété. De tous les nutriments nécessaires a la crevette, les protéines sont de loin les mieux
étudiées. La teneur en protéines brutes assurant une croissance optimale chez différentes espéeces

est présentée au tableau 5.
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Tableau 5. Teneur optimale en proténes dans!’aliment de certaines especes de crevettes

Espéces Besoin (%) Références
P.aztecus 40 Venkataramiah et a., 1975
P. californiensis 35 Colvin et Brand, 1977
P. indicus 43 Colvin, 1976
P. japonicus 45-55 Teshima et Kanazawa, 1984
42 Koshio et al. (1993)
P. merguiensis 50 Aquacop (1978)
34-42 Sedgwick, 1979
40 Veronica et Chhorn (1983)
P. monodon 40-44 Shiau et al., 1991
36-40 Shiau et Chou 1991
P. setiferus 30 Lee et Lawrence, 1985
P. stylirostris 35 Colvin et Brand, 1977
P. vannamei 36-40 Akiyamaet al., 1992
36 Smith et al., 1985

Comme les vertébrés et nombre d'invertébrés, la crevette est incapable de synthétiser
certains acides aminés qui doivent étre obligatoirement apportés par |’ aliment. Ces acides aminés
sont qualifiés d'indispensables ou d'essentiels. Pour les crevettes 10 acides aminés sont
essentiels: arginine, histidine, isoleucine, leucine, lysine, méthionine, phénylalanine, thréonine,

tryptophane et valine (Tableau 6).
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Tableau 6. Teneur en acides aminés essentiels pour la croissance des crevettes

Acides Penaeus monodon Penaeus vanname
aminés Teneur Teneur (Akiyamaet al., 1992)
essentiels g/100g g/100g 0/100g g/100 g

deprotéines | daliment Références de protéines d aliment
Arginine 53 1,85 Millamenaet al. (1998) 58 2.32

- 2,5 Chen et al. (1992) - -

Histidine 2,2 0,80 Millamenaet al. (1999) 2,1 0,84
Isoleucine 2,7 1,01 Millamena et al. (1999) 3,5 1,40
Leucine 4.3 1,70 Millamena et al. (1999) 54 2,16
Lysine 52 2,08 Millamenaet al. (1998) 53 2,12
Méthionine 24 0,89 Millamena et al. (1996a) 24 0,96
Phénylaanine 3,7 1,40 Millamenaet al. (1999) 4,0 1,60
Thréonine 3,5 1,40 Millamenaet al. (1997) 3,6 1,44
Tryptophane 0,5 0,20 Millamena et al. (1999) 0,8 0,32
Valine 34 1,35 Millamena et al. (1996b) 4,0 1,60

5.2.2. Besoin en lipides

Les lipides constituent une source importante d’énergie nutritionnelle, et sont présents
sous forme de deux grandes classes, les lipides neutres et les phospholipides. Le besoin en lipides
pour soutenir le développement des crevettes est de 6-7,5% et au maximum de 10% (Akiyama et
al., 1991). Une teneur en lipides trop élevée dans I’aliment peut diminuer la croissance des
crevettes en raison du déséquilibre nutritionnel. Cependant, chez Penaeus chinensis, on n’ observe
pas de ralentissement de |a croissance avec un régime contenant 15% de lipides (Guillaume et al.,
1999). Parmi les sources lipidiques appropriées aux crevettes, I'huile de poisson et I'huile de
calmar sont les plus utilisées pour fabriquer les aliments.

Quatre acides gras s averent particulierement nécessaires au bon développement des
crevettes: I'EPA et le DHA car ils interviennent comme composants des membranes cellulaires,
I"acide linoléique (C18:2c » 6) et I'acide linolénique (C18:3 ¢ w 3) (Glencross et al., 2002).

Un autre aspect de la nutrition lipidique des crevettes concerne les phospholipides car ils
congtituent la structure des membranes cellulaires. D’une maniére générale, les phospholipides
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sont apportés a des teneurs de 0,5-3% des aiments (Guillaume et al., 1999) en utilisant par
exemple de |’ huile de camar.

Le cholestérol s avére également essentiel pour obtenir un bon développement des
crevettes notamment parce que ¢’ est un constituant de la membrane cellulaire et qu'il sert de
substrat pour la synthése des hormones de mue. Le besoin en cholestérol dans I’aliment pour les
crevettes est de 0,5% (Chen, 1993) a 2,1% (Deshimaru et Kuroki, 1974), teneur généralement

apportée par I’ utilisation d' huile et de farine de poisson dans la fabrication des aliments.

5.2.3. Besoin en glucides (hydrates de carbone)

Les hydrates de carbone constituent une source d’ énergie peu onéreuse. Les hydrates de
carbone dans I’aliment des animaux d’ élevage se divisent en deux groupes: la fibre brute et
I’ extrait non azoté.

Lafibre brute comprend principalement des polysaccharides non assimilables (la cellulose
et la lignine). Une teneur élevée de I'aliment en cellulose perturbe la capacité digestive de
I’animal. L’ extrait non azoté (hydrates de carbone assimilables) comprend I’amidon et les sucres
simples (mono ou disaccharides...).

La digestibilité des glucides est liée a la complexité de la molécule, I’ efficacité de la
digestion augmentant lorsque la masse moléculaire diminue. Ainsi, des sucres smples comme le
glucose ou le saccharose ont une digestibilité plus élevée que I’amidon cru. Néanmoins dans la
pratique, il n'est pas intéressant d’incorporer des sucres simples dans les aiments et les seuls
glucides susceptibles de rentrer dans la formulation d’'aliments composés sont des glucides
végétaux de structure complexe comme les amidons de céréales (Guillaume et al., 1999).
Certains travaux ont par ailleurs montré que la survie et la croissance de crevettes nourries avec
un aiment contenant de I’amidon étaient plus élevées que celles nourries avec un aiment
contenant du glucose (Shiau et Peng., 1992). C’ est pourquoi, dans les aliments pour crevettes, les
amidons sont souvent incorporés araison de 20 a 45%. Il s agit d’amidons de blé, de riz, de mais
ou de manioc. En effet, contrairement aux poissons, a tendance carnivore, certaines crevettes
tolérent trés bien une teneur en amidon éevée dans leur aiment, et ce méme si ces amidons sont
crus. Ainsi, chez Penaeus vannamei la digestibilité des amidons crus est de 70 a 90% et de 93-
96% pour des amidons pré gélatinisés (Guillaume et al., 1999). Cependant la digestibilité des

glucides varie selon la source de glucides (Davis et Arnold, 1993) et est liée aux activités des
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enzymes carbonhydrases spécifiques, en particulier des chitinases et des cellulases. Par exemple,
les activités de |I’apha amylase et de la cellulase dans |la glande et I'intestin de Marcobrachium
rosenbergii sont beaucoup plus élevées que celles trouvées chez Penaeus monodon, Penaeus

japonicus et Penaeus penicillatus (Chuang et al., 1985).

5.2.4. Besoin en vitamines

Les vitamines se répartissent en 2 groupes suivant leurs propriétés physiques. les 4
vitamines liposolubles (vitamine A, D, E et K) ou vitamines du groupe A, solubles dansles huiles
et leurs solvants, et les 11 vitamines hydrosolubles que I’ on assimile parfois a celles du groupe B
(B1, B2, Bs, B12, PP, C, labiotine, I’ acide folique, I’ acide pantothénique, la choline et I'inositol).
En fait au sens strict, ces dernieres sont au nombre de 8, maisil s'y gjoute lavitamine C ainsi que
lacholine et I'inositol, également solubles dans I’ eau (Guillaume et al., 1999).

Pour avoir un développement correct, les crevettes ont besoin de vitamines, ces besoins
dépendent de plusieurs facteurs tels que I'espece et les conditions d apport dans I’aliment
(Tableau 7).

Tableau 7. Besoin en vitamines chez certaines especes de crevettes

Espéces Vitamines Besoin (mg/kg d'aliment) Références
P. chinensis  |Inositol 4000 Liuetal., 1993
P. chinensis  [Choline 4000 Liuetal., 1993
P. monodon  [Thiamine (B1) 13-14 Chenet al, 1991
P. monodon |Riboflavine (B2) 22,5 Chen and Hwang, 1992
P. monodon |Vitamine (B12) 0,2 Shiau et Lung, 1993
P. monodon  |Niacin (PP) 7,2 Shiau et Suen, 1994
P. monodon |Vitamine D 0,1 Shiau et Hwang, 1994
P. monodon |Vitamine K 30-40 Shiau et Lieu, 1994
P.vannamei  |Pyridoxine (B6) 80-100 He et Lawrence, 1991
P.vannamei  |Acide ascorbique (C) 90-120 He et Lawrence, 1993
P.vannamei |[VitamineE 99 He et Lawrence, 1993
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Les besoins en vitamines dépendent de plusieurs facteurs tels que |’ espéce, les conditions
de nourrissage...La vitamine E (a-tocophérol) et la vitamine C ont un réle comme antioxydant

biologique des acides gras.

5.2.5. Besoin en minéraux

Tout comme les vitamines, les minéraux se divisent en 2 groupes : les macroéléments et
les oligo-él éments.

Pour les crevettes, les besoins en macrodléments sont de 100 a 250 mg/kg d’ aliment sec.
Ces macroéléments comprennent le calcium, le phosphore, le magnésium, le sodium, le
potassium, le chlore et le sulfure.

Les besoins en oligo-éléments des crevettes sont plutét faibles mais nécessaires
notamment en fer, cuivre, zinc, manganese, sélénium, et iode...

Il faut cependant noter que les crevettes sont capables d' absorber le calcium, |e phosphore
et beaucoup d autres ééments dissous dans |’ eau de mer et que la présence d’' une carapace ne
semble pas diminuer cette capacité (Guillaume et al., 1999). De plus, Davis et al., (1993) ont
démontré qu'une supplémentation de calcium dans I’aliment n'est pas exigée pour Penaeus
vannamei et que le besoin de phosphore pour cette espéce est dépendant du contenu de calcium
dans I'aliment. Ainsi, en absence de supplément de calcium, I’aliment contenant 0,35%
phosphore est adéquat pour maintenir une bonne croissance de cette espece. D’ aprées ces travaux,

il semble gque le rapport calcium/phosphore optimal soit de 1/1 a 2/1.

5.3. Fabrication des aliments destinés aux crevettes

La fabrication d' un aliment composé consiste en une série d opérations dont le but est
d associer plusieurs matieres premiéres dans des proportions fixées a |’ avance pour un objectif
nutritionnel précis. Cette association est réalisée par mélange de composants sous forme solide
(farines animales, tourteaux, produits céréaliers, minéraux, vitamines) ou sous forme liquide
(huile de poissons ou huile de camar). Un broyage préalable des composants solides les plus
grossiers restreint | hétérogénéité du produit et en accroit dans une certaines mesure |’ utilisation
digestive (Guillaume et al., 1999).
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Les ingrédients étant mélangés entre eux, I’aiment est ensuite mis en forme. Plus aisé &
transporter et a manipuler, il est auss plus facile a saisir par des animaux et permet de limiter la
pollution des bassins. La texturation est |’opération clé permettant d adapter I’aliment au
comportement alimentaire de I’ animal.

Les aliments destinés aux poissons et aux crustaces renferment des matiéres premieres qui
sont des co-produits d'autres industries (huilerie, amidonnerie, maiserie), ou des produits
élaborés spécifiqguement (farines de poissons, farines de sang, huiles). Toutes ces matieres
premiéres ont a des degrés divers, subi des traitements technologiques variés avant d’étre
associées dans un aiment composé. La diversité des présentations (miettes, granulés de
différentes tailles) et des propriétés (résistance meécanique aux manipulations et au délitement
dans I’ eau, aptitude a se réhydrater, a couler, a flotter) demandée aux aliments pour animaux
aguatiques impose des adaptations importantes des chaines de fabrication existantes. La plupart
du temps, les fabricants préférent concevoir des chaines spécialisées qui associent, en les
adaptant, des opérations particulieres traditionnelles (broyage, dosage, mélange) et des opérations
particulieres plus spécifiques (pressage, extrusion, sechage, enrobage, émiettage) (Guillaume et
al., 1999).

6. SAUCE DE POISSON

6.1. Introduction

L a sauce de poisson est un produit fermenté traditionnel treés populaire dans de nombreux
pays de la région asiatique, en particulier en Asie du sud-est. Il s'agit d’un produit fermenté a
base de protéines de poisson, essentiellement constitué d’'eau, de sel et de composés azotés
solubles. Cette sauce n’est pas seulement utilisée en tant que condiment, mais aussi en tant
qu’ingrédient pour la préparation de plats. Une sauce de poisson de bonne qualité se caractérise
notamment par une teneur élevée en acides aminés essentiels ou semi-essentiels pour le corps
humain (valine, leucine, isoleucine, thréonine, méthionine, lysine, phénylaanine, tryptophane,
histidine, arginine). Selon les pays, cette sauce de poissons porte différentes dénominations
(Tableau 8).



Tableau 8. Dénomination de la sauce de poisson selon les pays

Pays Nom Références
Birmanie Nga-pyaye Hariono et al., 2005
Chine Yu-lu Jiang et al., 2007

Corée Aek-jeot Lopetcharat et Park, 2002
Indonésie Bakasang Ijong et Ohta., 1995
Japon Shottsuru L opetcharat et Park, 2002
Malaisie Budu Hariono et al., 2005
Philippines Patis Brillantes, 1999
Thailande Nam pla Brillantes, 1999

Vietnam Nuoc-mam L opetcharat et Park, 2002

Au Vietnam, le nuoc-mam est une sauce épicée a base de poisson fermenté et préparée
selon des méthodes traditionnelles. C'est un ingrédient indispensable de la cuisine viethamienne.
Les meilleurs nuoc mam proviennent de Phu Quoc, une ile & 45 km de la cbte sud-ouest du
Vietnam et de laville de Phan Thiet, a 250 km au nord-est de Ho Chi Minh ville (Figure 5).

National
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Figure5. Cartedu Vietnam
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Le nuoc-mam est obtenu par protéolyse enzymatique de poissons dans une saumure a
forte concentration saline. Le procédé de fabrication de la sauce de poisson est ssimple: e poisson
est mélangé avec du sel dans une cuve en bois ou un réservoir en béton et il y est maintenu
immergé dans la saumure qui se crée. La fermentation du mélange se fait sans autre intervention
a température ambiante. La durée de fermentation pour les petits poissons est plus courte que
pour les grands poissons et varie de 6 a 12 mois (Hjamarsson et al., 2007).

Le produit résultant est une solution limpide, ayant une odeur et un golt prononcé, sa
coloration varie du jaune paille a la couleur ambre en passant par |e brun rougeétre foncé (Figure
6).

Figure 6. Sauce de poisson

6.2. Matieres premiéres utilisées pour la production de sauce de poisson

Les matieres premiéres entrant dans la fabrication du nuoc-mam sont le poisson et le sel.
Généralement, des petits poissons de peu de valeur sont utilisés. Ces poissons peuvent étre d'eau
douce ou d'eau salée, mais aujourd’hui, la majorité des sauces est élaborée a partir de poissons
marins. Les poissons utilisés sont généralement les anchois, les harengs, les sardines, ...mais
actuellement les sauces a base d’ anchois (Solephorus spp) ont la préférence des consommateurs.

Plusieurs études ont démontré que ces sauces traditionnelles pouvaient étre élaborées avec
d  autres matieres premieres tels que des déchets de filetage de la morue Atlantique ou du saumon
Atlantique et de co-produits obtenus pendant la production de surimi de merlan du Pacifique

(Gildberge, 1989, Gildberg, 2001). Les co-produits de thon issus des usines de transformation
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peuvent étre également utilisés. 1ls possedent en effet une haute teneur en protéines et sont donc
considérés comme appropriés pour ce type de production (Cha et Cadwallader., 1998; Soyiri et
al., 2003; Dissaraphong et al., 2006). Pour ces déchets de thon il a également été montré qu’ une
hydrolyse enzymatique contrélée permettait d’ obtenir un liquide ayant une composition chimique
et des caractéristiques relativement semblables a la sauce de poisson avec notamment une haute
teneur en azote total et en azote d'acides aminés (Dissaraphong et al., 2006).

Certaines populations apprécient particulierement ces sauces de poisson élaborées a partir
de matiéres premieres spécifiques. Ainsi, en Corée, la sauce de poisson produite a partir des
branchies de morue est trés recherchée.

6.3. Hydrolyse des proténes du poisson pendant la production de sauce de poisson

Le principe de la production de sauce de poisson repose sur | hydrolyse enzymatique des
protéines du poisson en présence de grandes quantités de sel.

Traditionnellement, |a sauce de poisson est produite en mélangeant une partie de sel avec
trois parties de poisson puis en laissant la fermentation se dérouler a la température tropicale
ambiante. Ces proportions sel/poisson varient cependant d' un pays al’ autre.

Pendant la fermentation, la protéolyse s effectue par les protéases endogénes du muscle
de poisson et des organes digestifs mais aussi par les protéases produites par des bactéries
halophiles (Gildberg et Thongthai, 2001; Rustad, 2003; Tungkawachara et al., 2003). Cette
hydrolyse est bien évidemment progressive :

Protéines—y polypeptides— peptides a faible poids moléculaire—y acides aminés.

Les protéases principaement impliquées sont : la pepsine, la trypsine, la chymotrypsine,
et la cathepsine. Les fortes teneurs en sel des saumures diminuent I'activité des enzymes
endogenes, la vitesse d’ autolyse est donc lente, ce qui se traduit par des périodes de maturation
allant de 6 a 12 mois voire plus parfois. Pendant cette maturation, la couleur, |’ odeur et 1a saveur
de ce qui deviendra la sauce de poisson évoluent. Ce n'est gu’'aprés une longue phase de
fermentation que les protéines sont entierement solubilisées et que se développent I’ odeur, la
saveur et la couleur du nuoc-mam (Dissaraphong et al., 2006). Certains travaux visant a réduire
la durée de ce processus de maturation ont montré que I’ adjonction de viscéres de poissons (Kim
et al., 1997 et Morioka et al., 1999), I’ gjout d’ enzymes commerciaes exogenes (Aquerreta et al.,
2002) ou la réduction de la concentration de sel sous les 20% (Gildberg et Thongthai, 2001;
Moriokaet al., 1999) étaient efficaces.

47



6.4. Influence de divers facteurs sur |I’hydrolyse des protéines et la qualité de la sauce

de poisson

Comme I’ éaboration des sauces de poissons résulte d’ une protéolyse enzymatique, de
nombreux facteurs sont susceptibles d’influer sur la qualité du produit fini notamment : la
température, le pH, la concentration en sel mais aussi sa pureté, la qualité des matiéres premieres

utilisées.
6.4.1. Influence de la matiére premiére

La qualité des poissons a savoir leur composition chimique proximale, leur fraicheur et
leur taille sont des paramétres importants a considérer. Fort logiquement, plus les poissons
utilisés sont riches en protéines plus la sauce de poisson résultante sera riche en acides aminés.
Néanmoins, une trop forte teneur en lipides des poissons entraine une diminution de qualité de la
sauce a cause des phénomenes d’ oxydation qui interviennent pendant la maturation.

Seule I’ utilisation de poissons frais permet |’ obtention de sauces ayant une odeur et un
godt caractéristiques. Un mauvais état de fraicheur comme par exemple une trop forte teneur en
ammoniaque influence négativement la qualité de la sauce.

Enfin, plusles poissons sont de grande taille, plus long sera le processus de maturation.

Idéalement, il convient donc d'utiliser préférentiellement des poissons frais, de petite

taille, riches en protéines mais pauvres en lipides (poissons maigres).

6.4.2. Influence de la concentration saline et de la composition du sel employé

Le sel est une matiére premiére indispensable pour la fabrication de sauce de poisson car
il contribue ala prévention de la détérioration des poissons. En effet, une haute concentration en
sel (20% a 30%) freine la prolifération bactérienne et donc I’ altération des poissons. Cependant,
de trop fortes concentrations en sel peuvent s avérer inhibitrices de I’ activité enzymatique en
général et particuliérement protéasique (Klomllao et al., 2006). A I'inverse, une réduction de la
teneur en sel accélére la protéolyse (Gildberg et al., 1984; Gildberg et Thongthai 2001,
Klomklao et al., 2006). Mais de trop faibles concentrations peuvent s avérer néfastes car le
développement bactérien n'est plus limité entrainant notamment |’ apparition d’ odeurs

indésirables.
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Laqualité du sel est également importante. Plus celui-ci est pur, plus laqualité de la sauce
de poisson sera bonne. Par exemple, une amertume peut survenir si les teneurs en chlorure de
calcium et chlorure de magnésium sont trop élevées.

Enfin, plus les cristaux de sel seront petits, plus rapide sera leur dissolution et plus la
dégradation du poisson sera sous contréle.

Idéalement, il convient donc d’ utiliser un sel de grande pureté se présentant sous laforme

de petits cristaux. Lateneur en sel optimale sera a adapter a chaque production.

6.4.3. Influence de la température

Comme la maturation résulte d'un processus d hydrolyse enzymatique, la température
pendant le processus de maturation est donc un paramétre clé. Dans une certaine limite (de 30 a
50°C), la vitesse d’ hydrolyse est proportionnelle & la température. Quand |a température dépasse
cette valeur haute, la vitesse d hydrolyse non seulement n’augmente plus mais elle peut méme
diminuer par dénaturation thermique des enzymes. A I'inverse, en deca d’ une certaine valeur, la

protéolyse sera plus longue.

6.4.4. Influence du pH

Comme pour la température, le pH module également |’ activité des enzymes impliquées
dans I’ élaboration des sauces de poissons. Chague enzyme a une gamme de pH optimale qui lui
est propre. Cependant, les principales enzymes qui interviennent ici sont des trypsines et pepsines

gui fonctionnent parfaitement au pH naturel de lachair du poisson.

6.5. Composition chimique de la sauce de poisson
6.5.1. Substances azotées

L es substances azotées sont les principaux composants des sauces de poisson sous forme

d acides aminés, de peptides, d ammoniague et d autres substances azotées (notamment des

acides nucléigues tels que I'inosing,  |'hypoxanthine, I’inosinemonophosphate,

I” adénosinemonophosphate). Les acides aminés sont largement majoritaires et représentent de

I’ ordre de 45-55% de la teneur totale en substances azotés. Ce sont eux qui vont déterminer la
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valeur nutritive de la sauce de poisson et particulierement les acides aminés essentiels.
Cependant, il est rare que la protéolyse soit totale c'est pourquoi des peptides sont encore
présents dans les sauces. Ainsi, pour la sauce de poisson, les dipeptides et tripeptides représentent
encore de 5 a 15% de la teneur totale en substances azotées. De trop fortes teneurs en peptides de
grands poids moléculaire sont toutefois préjudiciables car d' une part elles peuvent provoquer
I” apparition d’amertume et d’ autre part elles sont propices au dével oppement bactérien.

Quelles que soient les précautions prises lors de la fabrication des sauces de poisson,

I ammoni agque sera toujours présent dans le produit final.

6.5.2. Substances volatiles

L’ odeur et la saveur de la sauce de poisson sont principalement dues a des substances
volatiles tels les acides volatils (I’ acide acétique, acide propionique, acide butyrique, acide iso
butyrique), les aldéhydes (formaldéhyde, acétaldénhyde, propyonaldehyde...), les cétones, les
amines...

Comme ce sont |’ odeur et la saveur de la sauce qui influencent I’ acceptabilité du produit
par le consommateur, il convient de prendre en compte et de maitriser ces différents composés

volatils.

6.5.3. Autres substances

L a sauce de poisson est tres riche en sels minéraux d’ importance en nutrition humaine. En
plus des 240 a 280 g de chlorure de sodium par litre qu’ elle contient, des ions chlore et sodium,
du phosphore (300mg/l), du calcium (350 mg/l) du magnésium (1,3 g/l), du soufre (environ 2g de

soufre minéral par litre) sont également présents.
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CHAPITRE 2. HYDROL Y SE DE LONGUE DUREE DE LA TETE,
LA QUEUE ET LESVISCERESDE THON

1. INTRODUCTION

Ce chapitre est dédié a la conduite d’ hydrolyses enzymatiques de co-produits de thon
jaune (Thunnus albacares) issus de I’industrie de transformation viethamienne a savoir latéte, la
queue et les visceres. L’ objectif principal de cette étude est de déterminer si, par le biais de
I” hydrolyse enzymatique, il est possible de générer des fractions potentiellement valorisables par

lasuite.

Les expérimentations sont toutes conduites en laboratoire mais toujours en gardant a
I’esprit une transposition éventuelle a I’échelle industrielle. L’enzyme retenue est ainsi une
protéase a large spectre (Protamex) utilisée dans de tres nombreux procédés industriels. Le choix
d une protéase s est imposé car les matrices étudiées sont riches en protéines. La volonté de
récupérer le maximum de matiere dans les phases solubles a orienté la sélection d’ une protéase
non spécifique capable de couper le plus grand nombre de liaisons peptidiques mais sans

entrainer trop d’amertume (pénalisante pour des applications alimentaires).

Les hydrolyses ont été réalisées sur une trés longue durée (12h) sans commune mesure
avec ce qui ce pratique a grande échelle. Cependant, I'intérét était ici de borner le domaine
d étude en établissant notamment les cinétiques des degrés d’ hydrolyse, de solubilisation de la
matiere et d établir les compositions biochimiques (protéines, lipides, cendres) des fractions
résultantes (phases solubles et insolubles). Certaines analyses d’ ordre plus qualitatif ont méme été
conduites a savoir la distribution du poids moléculaire des peptides solubles, leur composition en

acides aminés, le profil en acides gras.

2. MATERIELSET METHODES

2.1. Matérielsbiologiques : co-produitsdethon
2.1.1. Collecte des co-produits de thon

Les thons jaunes (Thunnus albacares) ont été péchés dans I’ Océan Pacifique et apportés a
la société de transformation des produits halieutiques de Hai Vuong de Nha Trang, dans la zone
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industrielle de Suoi Dau de la province de Khanh Hoa, au Vietnam (voir la carte Figure 5). Les
thons ont été filetés manuellement. A |’issue de cette étape de transformation, les tétes, visceres
et queues (une vingtaine de kg) ont été récupérées séparément, congelées et transportées vers
I"lFREMER de Nantes.

2.1.2. Homogénéisation

Chaque co-produit, pris séparément, a été coupé congelé en petits morceaux, puis
décongelé et broyé. Le broyage des co-produits a été réalisé a I'aide d'un Blender (Waring
Commercial, USA) pendant environ 10 minutes. Chague aliquote de 500g a été placée dans un

sac sous vide et conservee a-20°C jusqu’ aleur utilisation.
2.2. Matériel enzymatique

L’ hydrolyse enzymatique des co-produits de thon a été réalisée a I’aide de la protéase
Protamex qui est une enzyme industrielle produite par génie génétique par Novozymes AS
(Bagsvaerd, Danemark). Cette enzyme est, en fait, un complexe peptidique de la classe des
hydrolases développé par plusieurs especes de Bacillus pour | hydrolyse des protéines destinées a
I"industrie aimentaire. Contrairement a d’ autres endoprotéases, Protamex a été élaborée de fagon
a ne pas générer de peptides amers méme lorsgue les degrés d' hydrolyse sont faibles. Protamex
correspond & un mélange des enzymes Alcalase et Neutrase. Aussi possede-t-elle les numéros
enzymatiques suivants : EC3.4.21.62 et EC3.4.24.28.

Protamex est standardisée par le fournisseur en unités Anson par g (AU/g). L’ activité
déclarée de Protamex est de 1,5 AU /g. Les conditions optimales de son fonctionnement sont une
température comprise entre 35°C et 60°C et un pH compris entre 5,5 et 7,5. Protamex peut étre
inactivée a 85°C pendant 10 minutes lorsque le pH est de 8.

2.3. Hydrolyse enzymatique des co-produits de thon

Avant les opérations d’ hydrolyse, la matiére premiere est mise a décongeler toute une nuit
dans un réfrigérateur & 4°C. Elle est ensuite introduite dans un réacteur a double enveloppe et
homogénéisée avec un volume éga d'eau digtillé (agitation continue a 300 rpm). Lorsque la
température intérieure du réacteur atteint 45°C, 'enzyme Protamex est gjoutée & raison de 0,1%
du poids de la matiére premiére. L'hydrolyse est aors réalisée pendant 12 heures sous agitation

en maintenant une température de 45°C mais en laissant libre le pH (le pH initial mesuré a été de
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6,3 a 6,5). Des préévements réguliers (120 ml) toutes les heures sont alors effectués et
immédiatement portés & 95°C pendant 15 minutes afin de procéder a1’ arrét de la protéolyse par
dénaturation thermique de I’ enzyme. La solution est alors centrifugée (10 000g, 4°C, 30 minutes)
afin de récupérer d'une part le surnageant (fraction protéique soluble) et le culot (fraction

insoluble). Ces fractions sont ensuite |yophilisées et conservées a 4°C pour anayse.

2.4. Analyses biochimiques
2.4.1. Dosage de lateneur en eau

Lateneur en eau des échantillons est déterminée par dessication & I’ étuve & 105°C + 2°C
selon e mode opératoire suivant:

Une coupelle métallique est séchée environ 30 minutes a 105°C + 2°C et refroidie dans un
dessiccateur. Elle est ensuite tarée a 0,5 mg pres. 3g d’ échantillon sec (ou 10 g d échantillon
humide) sont pesés dans cette coupelle et placés dans I'éuve a 105°C pendant 6 heures
minimum. La coupelle est ensuite déposée dans un dessiccateur jusgu’ a son retour a température
ambiante puis pesée sur une balance de précision a 0,5mg prés, L’ échantillon est séché jusgu’a
I” obtention d’ un poids constant.

Lateneur en eau de |’ échantillon est calculée par laformule suivante :

« (GlélG_zéloo (%)
X : Teneur en eau (%).

G : Lamasse de lacoupelle (g)

Gi: Lamasse de lacoupelle et de I’ échantillon avant sechage (Q)

G: Lamasse de la coupelle et de I’ échantillon aprés séchage (Q)

2.4.2. Dosage de la teneur en cendres

Lateneur en cendres a été déterminée en incinérant des échantillons dans un four & 600°C.
Un creuset en porcelaine est tout d' abord séché dans une étuve & 105° C + 2°C pendant
environ 30 minutes puis refroidi dans un dessicateur. Ce creuset est ensuite taré soigneusement a
0,5 mg pres. 3g d’ échantillon sec ou 10 g d’ échantillon humide sont pesés précisément dans ce
creuset. Le tout est alors introduit dans un four a 600°C + 5°C et incinéré jusgu’ a |’ obtention de
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cendres blanches ou gris clair (en moyenne 4 a 5h). Le creuset contenant les cendres est alors

placeé dans un dessicateur pour retour a température ambiante puis pese.

Lateneur en cendre de I’ échantillon est calculée par la formule suivante:
(G,-G ).100
= Gl——G%
X: Teneur en cendres (%).
G: Masse du creuset avide (Q).
G1: Masse du creuset et de |’ échantillon (g)

Gg: Masse du creuset et de la cendre blanche (g)

2.4.3. Analyse des lipides

2.4.3.1. Extraction des lipides

Les lipides sont extraits selon la méthode de Folch (Folch et al., 1957). Cette technique
repose sur le principe dextraction a froid des lipides par un mélange de solvants
méthanol/chloroforme (1/2, v/v). L’addition d’une solution aqueuse de NaCl a 0,9% (p/v)
favorise |’ obtention d’un systeme biphasique. La phase supérieure constituée de méthanol et
d eau contient les composés hydrophiles (glucides et protéines) tandis que les lipides sont dissous

dans la phase organique inférieure.

1g d'échantillon sec ou 5 g d' échantillon humide sont pesés dans un erlenmeyer de 250ml.
Les échantillons secs (correspondant aux fractions lyophilisées) doivent étre préalablement

réhydratés avant I’ extraction. Quatre volumes d’ eau sont ajoutés aux échantillons secs.

Vingt volumes de solution chloroforme/méthanol (2/1) sont ajoutés. Le mélange est mis
sous agitation pendant 60 minutes. Par filtration sur verre fritté, les composés solides non
lipidiques et non solubilisés dans le mélange de solvants sont éliminés. Le filtrat est alors verse
dans une ampoule a décanter. Une quantité d eau salée (0,9% NaCl) est goutée a raison de 20%
du volume total de chloroforme/méthanol. L’ampoule est agitée jusgu’a émulsion compléte du
mélange puis la décantation est réalisée pendant trois heures en chambre froide a I’abri de la
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La phase organique inférieure est récupérée dans un ballon taré, évaporée a I’ évaporateur
rotatif, puis placée sous azote pour éliminer toute trace de solvant. Apres évaporation totale du

solvant, le ballon contenant I’ extrait lipidique est pesé. La phase aqueuse supérieure est éliminée.

Lateneur en lipides est calculée selon laformule suivante :

(M, —M,).100
X, =
L Mo

(%)

Mo: Masse d’ échantillon (g)
M1: Masse du ballon vide (g).
M.: Masse du ballon contenant I’ extrait lipidique aprés évaporation du solvant (g).

Les lipides sont repris dans un certain volume de chloroforme afin d obtenir la concentration

désirée. |1s sont ensuite stockés al’ abri delalumierea- 20 °C.

2.4.3.2. Fractionnement des lipides en chromatographie liguide sur colonne

Les lipides totaux sont fractionnés en différentes classes (lipides neutres, glycolipides et
phospholipides) en fonction de leur polarité par chromatographie solide/liquide sur colonne
ouverte. Cette méthode est basée sur la différence de degré d adsorption de composeés lipidiques
sur des phases mobiles et fixes. Dans le cas présent, les composés lipidiques vont réagir

différemment en fonction de la polarité du solvant d' éution.

Dans une colonne (diametre interne: 8 -10 mm, longueur: 20 cm) contenant de la laine de
verre est introduite de la silice activée (une nuit a 100°C). La quantité de silice introduite est
calculée de fagon a ce que le rapport silice/extrait lipidique soit de 30/1. Le gel de silice est
introduit dans la colonne a I’aide de chloroforme. Ce gel est ensuite drainé avec une faible
quantité de chloroforme afin de le rincer et de stabiliser la colonne. Le solvant récupéré lors de
cette étape est jeté. L’extrait lipidique est ensuite introduit dans la colonne en utilisant le
chloroforme comme éuant. Différents éluants sont ensuite introduits dans la colonne en générant
ans un gradient de polarité négatif (du plus polaire au moins polaire). Les fractions
correspondant a I’ éution de ces solvants sont ensuite récupérées et quantifiées par évaporation du
solvant. Les fractions sont ensuite conservées dans un volume connu de chloroforme et stockées a
-20°C. Les solvants, les classes de lipides associées et les volumes utilisés sont consignés dans le
Tableau 9.
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Tableau 9. Solvants utilisés en fonction des classes de lipides en chromatographie liquide

sur colonne ouverte

Classe delipides

Solvant

Ratio solvant / extr ait
lipidique (ml/mg)

Lipides neutres (LN) | Chloroforme 15
Glycolipides (GL) Acétone/méthanal (9/1, v/v) 15
Phospholipides (PL) Méthanol 1

2.4.3.3. Analyse des acides gras par chromatographie en phase gazeuse (CPG)

*Dérivation des acides gras

Pour étre analysés en chromatographie en phase gazeuse, les acides gras doivent étre
dérivés. Plusieurs dérivations sont possibles, différant selon le type de résidu greffé sur la
fonction ester de |’ acide gras. Ces transformations vont nécessiter des codts, des installations, des
durées de préparation et d’ analyse différents. Les esters méthyliques d’ acides gras (EMAG) sont
aisés a préparer et a analyser, et possedent de plus I’avantage de pouvoir étre analysés avec
plusieurs types de détection. La méthode de dérivation utilisée ici est une méthylation par le
méthanol sulfurique avec une hydrolyse acide des lipides par I'acide sulfurique et une

méthylation des acides gras par le méthanol. Le schéma réactionnel de cette réaction est le

suivant:
+
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L’acide margarique (C17:0, Sigma, France) est gjouté comme standard interne afin de
s affranchir des pertes occasionnées pendant la dérivation et I’injection. Les échantillons destinés

a la méthylation sont placés dans les tubes (400 ug de lipides totaux). 100 pl (40 ug) d'acide
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margarique (C17 :0, 400 ul/ml) sont gjoutés a chaque échantillon comme standard interne. Le
solvant est évaporé sous azote, puis 5 ml d’'une solution de méthanol anhydre contenant 2%
d acide sulfurique concentré sont ajoutés et les tubes sont fermés hermétiquement. Apres une nuit
a 50°C et refroidissement, 1 ml d’eau distillée puis 2 ml d’ hexane sont gjoutés. Le systéme est
alors biphasique. Apres agitation du mélange et décantation, la phase hexanique (phase

supérieure) est prélevée pour étre soumise a une chromatographie en phase gazeuse.

* Analyse des esters méthyliques d'acides gras (EMAG) par chromatographie en phase gazeuse
(CPG)

L’ objectif est de séparer et quantifier les acides gras méthylés a I’aide d’une colonne

capillaire tres polaire.

Les échantillons (phase supérieure de la transméthylation directe des lipides) sont
introduits dans les tubes. Ces tubes sont bouchés hermétiquement et placés sur le plateau du
chromatographe en phase gazeuse. L’ appareillage utilisé est un chromatographe en phase gazeuse
Perkin EImer Autosystem. La détection a ionisation de flamme (FID) est utilisée. Le systeme
d’injection est un systéme a large volume d’injection. Avec cet équipement, les volumes injectés
peuvent varier de 0,1 & 50 pl suivant les seringues utilisées. Les échantillons sont injectés dans
une chambre de mélange maintenue a 55°C. Cette chambre est sous la forme d’un liner de
longueur 8,5 cm et de diamétre interne de 2 mm comprenant de la laine de verre sylanisée pour
permettre I’ homogeénéisation de I’ échantillon lors de sa vaporisation et avant son entrée dans la

colonne.

La colonne est une colonne capillaire tres polaire (BPX 70, SGE) de 60 m de long et avec
un diamétre interne de 0,25 mm. Le gaz vecteur circulant al’intérieur de la colonne est I hélium
et la pression en téte de colonne est de 1,72 bar. La température du détecteur placé en sortie de
colonne est de 300°C et reste fixe pendant toute la durée de I’ éution. Le détecteur est relié a un
systéme d acquisition et de traitement du signal. Les profils chromatographiques sont traités a
I’aide du logiciel Galaxie dans lequel sont calibrés 45 acides gras standard rencontrés
fréquemment dans les matiéres premieres marines. De cette fagon, les quantités d’ acides gras

pourront étre déterminées par rapport ala quantité totale d’ acides gras présents.

S7



2.4.4. Analyse des protéines

2.4.4.1. Dosage de |’ azote total

La teneur en azote total est déterminée par la méthode de Kjeldahl (Crooke et Simpson
(1971).
* Principe de laméthode Kjeldahl:
L’ échantillon est minéralise a I’aide d’ acide sulfurique (H,SO,4) concentré en présence
d un catalyseur (K2SO4/CuSQ;,, 5/2). L’azote organique est transformé en sulfate d ammonium
((NH4)2S0,), et libéré ensuite sous forme d’ammoniac par la soude (NaOH) concentrée (10M).
L’ ammoniac fixé par I’ acide borique est ensuite titré avec de I’ acide chlorhydrique (HCI)1M.

N organique + H>SO; —» (NH,)2S0O, + H,0 + CO;, + Produits secondaires
(NH),SO; +2NaOH  _,  Na&SO;+2NHs+ 2 H,0
NH3 + 2 H3BO3 —> NH; " + H,BOs - + H3BO3
NH; " + H,BOs - + HCl — NH4Cl + H3BO3

= Mode opératoire:

Environ 1 g de matiere séche (MS), ou 4 g de matiere fraiche (MF) sont introduits dans
des tubes a minéralisation. Une pastille de minéralisation et 20 ml d’ acide sulfurique concentré
sont gjoutés dans les tubes. Puis les tubes coiffés de leurs capteurs de fumée sont mis a chauffer
progressivement jusgu’a 450°C. Lorsgue la solution est devenue vert pale, la minéralisation est
arrétée. Apres refroidissement des tubes, les capteurs de fumée sont rincés avec de |'eau
récupérée dans les tubes. Le contenu des tubes est mis en suspension avec 20 ml d'eau, puis
installé dans |’ unité de distillation.

Dans un erlenmeyer de 250 ml, 20 ml de solution d’acide borique a 4% contenant un
indicateur coloré (vert de bromocrésol et rouge de méthyle) sont versés. L’ erlenmeyer est ensuite
installé dans |’ unité de distillation en prenant bien soin a ce que latige plonge dans la solution.

L’ échantillon minéralisé est neutralisé a I’aide de soude 10 M de fagon a obtenir un
volume total de 80 ml. La digtillation est réalisée et stoppée lorsque le volume de distillat atteint
150 ml. Latitration de I’ azote par |’ acide chlorhydrique 1N est alors réalisée. Le volume gjouté
est notéV (en ml).

Lateneur en azote total est donné par laformule: %N = (1,4* V) /M
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V : Levolume de HCl 1N
M : Lamasse d’ échantillon introduite dans le tube.
La teneur en protéines brutes est déterminée en multipliant |a teneur en azote total par le facteur

6,25, facteur utilisé pour laconversion de |’ azote en protéine.

2.4.4.2. Analyse des acides aminés

La composition en acides aminés est analysée par chromatographie en phase gazeuse
(CPG-FID). 10mg d'échantillons Iyophilisés sont hydrolysés a |’ aide de 200 pl de HCI 6N dans
des ampoules scellées sous vide, 24h a 110°C dans un bain a sec. Les échantillons hydrolysés
sont ensuite sechés sous azote et dilués en gjoutant 2,5 ml d'eau distillée. L'analyse des acides
aminés a été réalisée en utilisant la procédure EZ:Faast (Phenomenex, des Etats-Unis) consistant
en une éape dextraction de phase solide suivie d'une dérivatisation et de I'extraction
liquide/liquide. Une aliquote de la phase organique qui contient les acides aminés dérivés est
analysé sur un systeme CPG-FID (Perkin Elmer Autosystem XL). Les acides aminés sont
identifiés par leurs temps de rétention, et quantifiés par une courbe d’ étalonnage et leur facteur de
réponse par rapport au standard interne (la norvaline gjoutée a une concentration de 200pumol/I
dans chague échantillon).

2.4.4.3. Analyse des poids moléculaires des peptides solubles par chromatographie

liquide a haute performance (HPLC)

Le profil de distribution du poids moléculaire des hydrolysats protéques de co-produits
de thon est déterminé par chromatographie d exclusion moléculaire a haute performance. La
Séparation a été obtenue a I’ aide d une colonne (Superdex peptide 10/300GL). La colonne a été
calibrée a I’aide des standards suivants: Ribonuclease (13700 Da), Aprotinin (6500 Da), Renin
(1760 Da), Vasopressine (1084 Da) et Leucine (294 Da).

L’ échantillon (50 pul d'une solution a 2mg/ml) est éué par une phase mobile constituée
d un tampon NaCl 50 mM contenant 5% d’ acétonitrile et 0,1% d' acide trifluoroacétique (TFA).
Le débit d’ élution est de 0,5 ml/min et les composés sont détectés par une lecture de la densité

optique a 214 nm. Les données sont ensuite traitées sous MATLAB.
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2.4.5. Détermination du degré d hydrolyse de | hydrolysat

Le degré d hydrolyse est défini par le nombre de liaisons peptidiques coupées (h) par
rapport au nombre total de liaisons peptidiques (hy:) par unité de masse. A |’ occasion de chaque
coupure d'une liaison peptidique, un groupe aminé libéré est formé. Le degré d'hydrolyse est
donc déterminé en mesurant la quantité de groupes aminés libérés. Le dosage des groupes aminés
libérés est base sur la réaction entre le dinitrofluorobenzene (DNFB) avec le groupe aminé des
acides aminés (Goodwin, 1968). La réaction entre le DNFB et un acide aminé libre produit un
dérivé dinitrophénylé de couleur jaune. La densité optique est mesurée par spectrophotométrie a
410 nm.

Apres centrifugation des prélévements au cours de I’ hydrolyse, le surnageant est dilué au
1/200 eme. 1ml de surnageant dilué est gjouté a 1ml de solution de tetraborate de sodium (2%).
Apres agitation, 0,25 ml de solution de 2,4-Dinitrofluorobenzene (DNFB/ethanol : 0,013/1, v/v)
sont gjouté. Les échantillons sont chauffés & 60°C pendant 10 minutes. Aprés le refroidissement,
2 ml d'acide hydrochlorique 10 N sont gjoutés pour arréter la réaction. Une courbe de calibration
est établie en utilisant la glycine comme référence (SIGMA, France). L'absorbance est lue a 410

nm et le nombre de moles d’amine est ainsi déterminé. Une mole d’ amine est égale a une liaison

peptidique coupée.
Le degré d hydrolyse est donné par le rapport (Ravallec-Plé, 2000):
h Nombrede molesd'aminesx cofficient dilué
DH= ", x100= ""\1assede protéines(en g) dansimi x h,, X 190

hit correspond au nombre de liaisons peptidiques dans la protéine. Les valeurs sont
différentes suivant le matériel protéique utilise. NOVO Nordisk préconise pour le poisson une
valeur de 8,6 milliéguivalent/g.

2.4.6. Détermination de la récupération de I’ azote

La récupération de |’ azote des co-produits de thon dans la fraction soluble a été calculée
selon laformule suivante (Benjakul et Morrissey,1997):

o) — Azote total dans lafraction soluble
NR (%) Azote total dans le co-produit x 100
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3. RESULTATSET DISCUSSION

3.1. Caractérisation biochimique des co-produits de thon

La composition biochimique des différents co-produits de thon est présentée dans le
Tableau 10.

Tableau 10. Composition biochimique des co-produits de thon (Thunnus albacares)

Co-produits Eau (%) Protéine (%) Lipide (%) Cendre (%)
dethon
Téte 59,0+11 148+ 0,1 135+0,1 11,8+11
Viscéres 774+0,1 16,0+ 0,2 37+05 19+0,2
Queue 58,2+ 2,0 17,4+0,2 33+04 205+04

A la lecture de ces résultats il ressort que tous les co-produits contiennent une grande
quantité d'eau (58-77%) et une quantité moyenne de protéines de 15-17%. Ils différent surtout par
leur teneur en lipides et en cendres. En effet, si les visceres et les queues ne contiennent pas plus
de 4% de lipides, |es tétes semblent étre au moins 3 fois plus riches (13%). En ce qui concerne les
teneurs en cendres les différences sont plus marquées: elles varient de 2% (visceres) a 20%
(queues).

Les teneurs en lipides des tétes et des viscéres trouvees ici sont du méme ordre que celles
trouvées par Vlieg et Murray (1988) dans les tétes et |es viscéres du thon Thunnus alalunga (13,6
et 4,1%, respectivement). Par contre, la téte de thon Thunnus alalunga présentait une teneur en
protéines plus élevée (19,5%) et une teneur en cendres plus faible (5,7%) que celles notées dans
cette étude. Ceci confirme bien la variabilité du vivant et notamment la variabilité biochimique.

3.2. Hydrolyse enzymatique des co-produits de thon

Ces dernieres années, de tres nombreux travaux ont porté sur |” hydrolyse des co-produits
de poisson (Aspmo et al., 2005; DaukSas et al., 2005; Sathivel et al., 2005a; Gbogouri et al.,
2006 ; Dumay et al., 2006, Dumay 2006; Souissi et al., 2007; Dumay et al., 2009 ; Kechaou et
al., 2009).

Comme toutes matieres premiéres biologiques, les co-produits de thon possedent des
activités enzymatiques et notamment des activités protéolytiques. Aingi, les principales protéases

identifiées dans ces matrices marines sont de type protéase acide (pepsine), protéase sérique
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(trypsine, chymotrypsine, élastase), protéase cystéique (calpaine) et métallo protéase
(collagénase) (Dumay, 2006). Cependant, il convient de préciser que ¢’ est majoritairement dans
les visceres gue ce type d activité protéolytique a été identifié et que, a notre connaissance, tres
peu d'études ont mentionné d'activité de ce genre dans la téte ou la queue de poisson. En ce qui
concerne le thon, les principales enzymes digestives identifiées sont la trypsine, la chymotrypsine
et lapepsine (Klomklao et al., 2004; Parra et al., 2007; Nalinanon et al., 2008).

Dans cette étude, les co-produits de thon n'ont pas été chauffés avant I'hydrolyse, les
enzymes endogénes étaient donc toujours actives. |l a été établi que les conditions d' activité
optimale de la trypsine et de la chimotrypsine isolées a partir des visceres de thon étaient
obtenues pour des pH>8 et pour une température de I’ ordre de 55°C (Klomklao et al., 2004; Parra
et al., 2007). Quant a la pepsine, son activité est maximale a un pH de 2 et une température de
50°C (Nalinanon et al., 2008). Les conditions expérimentales retenues pour cette éude (pH de
I’ ordre de 6,4, température de 45°C) ne permettent donc pas une activité optimale des enzymes
endogénes des visceres de thon. Cependant, a I’ exception notable de la pepsine qui, compte tenu
de son pH de fonctionnement, est vraisemblablement inactivée, les autres enzymes impliquées (a
savoir la trypsine et la chimotrypsine) ont vraisemblablement participé a la protéolyse générale
des viscéres. |l convient néanmoins de relativiser |I'importance que peuvent avoir ces enzymes
endogenes. En effet, des travaux précédents, effectués au laboratoire, (Dumay, 2006, Kechaou et
al., 2009) ont réevélé quune inactivation préalable de ces enzymes n'entrainait pas de
modification considérable de la cinétique d'hydrolyse des viscéres de sardine ou de seiche par
I’ enzyme Protamex.

Enfin, il est important de signaler ici que I’inactivation thermique des enzymes endogenes
entraine des changements de conformation des protéines et donc de la cinétique de protéolyse par
des enzymes exogénes. Comme I’ objectif de ce travail est de proposer, a terme, un procédé
simple et économique transférable a I’ industrie pour la valorisation de ces déchets, |’ inactivation
préal able des enzymes endogenes n’ a pas été retenue.

Parallelement a I’activité des enzymes endogénes, le probléme de la contamination
bactérienne susceptible d'intervenir au cours d une telle hydrolyse (12h, 45°C) S'est posé car
aucun « traitement » antibactérien n’a été utilisé. Cependant, 45°C est une température modérée,
nécessaire ala conduite de I hydrolyse mais suffisante pour maintenir a un minimum le potentiel
de croissance des bactéries.

Les composés microbiens qui peuvent se former pendant le processus d hydrolyse

affectent I'odeur des produits (en raison des mélanges complexes de composés volatils comme
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des composés de type carbonyle non saturé et des acools avec 6, 8 ou 9 atomes de carbone).
Cependant, méme au bout de 12h de réaction et quelque soit les co-produits hydrolysés, aucune
modification significative de I’odeur globale n'a été percue, confirmant ainsi une prolifération

bactérienne réduite dans nos conditions opératoires.
3.2.1. Degréd hydrolyse

Le degré d hydrolyse (DH) exprimé en pourcentage permet d évaluer de facon globale
I"action des enzymes sur le substrat et I efficacité du procédé d hydrolyse. Il est en effet le
rapport entre le nombre de liaisons peptidiques coupées lors de I’ hydrolyse et le nombre de
liai sons peptidiques totales du substrat. I renseigne donc de maniére indirecte sur lalongueur des
peptides résultants et donc sur leurs propriétés nutritionnelles, fonctionnelles et sensorielles
(Kristinsson et Rasco, 2000a; Klompong et al., 2007).

Les co-produits de thon étudiés ici peuvent étre divisés en 2: des co-produits dits
«mous» a savoir les visceres et des co-produits « durs» telles la queue et la téte qui sont
constitués de matériel plus résistant a la protéolyse a savoir les os. Cependant, quelque soit le co-
produit hydrolysé, sous I’ action de I’enzyme, une liquéfaction des matrices s opere conduisant a
I’ apparition d'un liquide brunétre. L’évolution du degré d'hydrolyse (DH) obtenu lors de
I” hydrolyse des tétes, visceres et queues de thon est indiquée sur laFigure 7.

Tétes Viscéres —a— Queues

35

Degré dhydralyse (%9

(o] 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
Temps d'hydrolyse (h)

Figure 7. Evolution du degré d’hydrolyse au cours de |’ hydrolyse des co-produits
dethon avec Protamex (0,1%) pendant 12 h a 45°C, sans contr6le de pH
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Fort logiqguement, le degré d hydrolyse augmente avec le temps d hydrolyse mais de
maniére différente selon les co-produits. Ainsi, si toutes les courbes traduisent une augmentation
rapide initiale du DH suivie d’un ralentissement, la phase stationnaire n’ est pas atteinte en méme
temps. En effet, si un plateau est observé aprés 9 heures d' hydrolyse pour les visceres, il faut
respectivement 10h et 11h de réaction pour les queues et les tétes pour obtenir cette phase

stationnaire.

L’ allure générale de ces cinétiques est classique et s apparente a celles décrites dans la
littérature notamment pour des produits et co-produits marins. estomacs de thon (Guérard et al.,
2001; Guérard et al., 2002), tétes et muscles de harengs (Liceaga-Gesualdo et Li-Chan, 1999;
Sathivel et al., 2003), muscles de saumon (Kristinsson et Rasco, 2000a; Kristinsson et Rasco,
2000b), tétes de saumon (Gbogouri et al., 2004; Sathivel et al., 2005a), muscles de morue
(Ravallec-Plé et al., 2000), tétes et viscéres de sardine (Dumay, 2006; Souiss et al., 2007;
Kechaou et al., 2009). Cette cinétique en 3 temps s explique par le fait que, dans une premiére
phase, la vitesse de réaction est rapide et correspond a la rupture des liaisons peptidiques
accessibles facilement, la seconde étape (ralentissement) correspond a I’ hydrolyse de protéines
plus compactes, la troisiéme phase (plateau) traduit le fait que I’enzyme n’est plus capable de
couper de liaisons peptidiques. Cependant, d'autres paramétres peuvent influer sur cette
cinétique. Par exemple I’augmentation de la teneur en peptides solubles dans le milieu
réactionnel, peptides qui sont susceptibles d’agir comme des inhibiteurs de la réaction de
protéolyse (Shahidi et al., 1995; Souiss et al., 2007); mais aussi, une inactivation partielle de

I’ enzyme Protamex au cours du temps n’ est pas a exclure (Guérard et al., 2002).

Les degrés d hydrolyse maximaux obtenus au bout de 12h de réaction ne sont pas
identiques selon les co-produits, ce qu’ avaient dga montré plusieurs travaux précédents (voir
Tableau 11). Dans cette étude, pour les tétes, un maximum de 32,3% est obtenu apres 12h, tandis
gue pour les gueues, ce maximum est de 22,2%. Par contre, en ce qui concerne les viscéeres, le
DH maximal n’est que de 17%. Il y a donc une « sensibilité » du substrat a la protéolyse et
notamment une différence entre les co-produits mous et durs. Les tissus de type visceres semblent
plus résistants a |’ action des enzymes protéol ytiques exogenes, ce qu’ avaient dgaillustré certains
auteurs (Ravallec Plé et al., 2001; Dumay 2006; Kechaou et al., 2009). De telles variations entre
les DH maximaux observés traduisent bien une forte influence de la nature du substrat,

principalement par la nature protéque de leurs tissus.
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Tableau 11. Degrés d’hydrolyse maximaux obtenus sur des co-produits marins

DH maximal obtenu (%)

Ratio Temps |[DH maximal obtenu apreés Références
Enzyme Substrat Température| pH | enzyme/substrat | d'hydrolyse| inactivation desenzymes
) (h) endogenes)]
Alcalase Estomac de thon 50 8 0,2-3% 55 23% Guérard et al., 2001
Viscéres de 50 8 0,1% 24 3% [11%] Dumay, 2006
sardine
Viscéres de seiche 50 8 0,1% 24 7% Kechaou €t al., 2009
Viscéres et tétes 40 8 5% 2 11%
de sardine Ravallec-Plé et al., 2001
Muscle de morue 40 8 1,0% 24,3% Ravallec-Plé et al., 2000
Hareng 50 8 0,5% 36% Liceaga-Gesualdo et Li-
Chan, 1999
Truite 58 8 1,0% 2 7,8% Al-Sayed Mahmoud et
al., 2008
Tétes de sardine 50 8 0,1% 24 15% Dumay, 2006
Tétes de saumon 50 8 0,5% 0,8 10,5% [8,8%] Sathivel et al., 2005a
Protamex Visceres de sardine 50 8 0,1% 24 3% [6%0] Dumay, 2006
Viscéres de seiche 50 8 0,1% 24 3% Kechaou €t al., 2009
Truite (40Q) 40 6 0,79 2 2,3% Al-Sayeed Mahmoud et
al., 2008
Tétes de sardine 50 8 0,1% 24 20% Dumay, 2006
Flavourzyme |Viscéresde 50 8 1,5% 24 2% [6%0] Dumay, 2006
sardine
Viscéres de seiche 50 8 1,5% 0 7% Kechaou €t al., 2009
Tétes de sardine 50 8 1,5% 24 17% Dumay, 2006
Neutrase Truite 50 75 1,0% 2 3,2% Al-Sayeed Mahmoud et
al., 2008
Umamizyme | Estomac de thon 45 7 1,5% 22,55% Guérard et al., 2002
Pepsine Raie 37 2,5 1,0% 2 15,88% Pastoriza et al., 2003
Papaine Rae 65 6,3 1,0% 2 15,59% Pastoriza et al., 2003
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3.2.2. Digtribution de la matiére seche dans les fractions obtenues aprés hydrolyse des
co-produits de thon

La distribution de la matiére seche au sein des fractions solubles et insolubles obtenues
apreés centrifugation et lyophilisation est représentée sur laFigure 8.
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Figure 8. Distribution de la matiere séeche dans les fractions solubles et insolubles
pour lestétes (a), visceres (b) et queues (c) de thon non hydrolysées et hydrolysées
par Protamex (0,1%) pendant 12 h & 45°C, sans contr6le de pH
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Avant méme I” hydrolyse, de grandes disparités sont observées selon les co-produits. Ainsi
pour les tétes de thon, seuls 25% de la matiere seche sont retrouvés dans la fraction soluble (75%
restent dans le culot) alors que pour les visceres et les queues, une grande partie de la matiére
seche est retrouvée dans la fraction soluble avant hydrolyse: 63 et 61,4% respectivement.

Fort logiquement, le taux de matiere seche dans la fraction soluble augmente avec
I’avancement de la protéolyse. Ainsi, au bout des 12 heures d hydrolyse, le taux de matiére
soluble a presque doublé pour les tétes (48,2%) et a fortement augmenté pour les visceres et les
gueues (83,1 et 77,7%). Le premier effet de Protamex est donc de permettre comme attendu une
liquéfaction des matrices et une solubilisation de la matiere.

Comme I’enzyme utilisée est une protéase, la matiere premiére solubilisée doit étre
majoritairement des protéines que I’ on va retrouver sous forme de peptides voire d’ acides aminés
libres. Ces résultats sont comparables a ceux obtenus précédemment au laboratoire (Dumay et al.,
2004; Dumay et al., 2006; Dumay, 2006; Kechaou et al., 2009) mais aussi par d’ autres équipes
(Aspmo et al., 2005). Il est toutefois remarquable qu’ aprés 12h de protéolyse, plus de la moitié de
la matiére constitutive des tétes de thon (52%) reste insoluble. Cela s explique en partie par la

présence d os et de tissus conjonctifs peu sensibles al’ action de Protamex (Dumay, 2006).

3.2.3. Composition chimique des fractions obtenues aprés hydrolyse des co-produits de
thon

Le Tableau 12 présente la composition chimique des fractions solubles et insolubles apres
12 heures d'hydrolyse.

Comme attendu, quels que soient les co-produits hydrolysés, les fractions solubles sont
majoritairement constituées de protéines (72 a 83%). Par contre, ils apparaissent pauvres voire
tres pauvres en lipides (1 a 3,4%). Ces résultats illustrent donc I'efficacité de Protamex sur
I'hydrolyse de protéines mais aussi son « inefficacité » sur la récupération des lipides (les lipides
sont restés dans les fractions insolubles). Ces valeurs sont semblables a celles obtenues dans des
études précédentes ou la teneur en protéines des fractions solubles étaient de 62,3 a 91,6 %
(Sathivel et al., 2003; Gbogouri et al., 2004; Sathivel et al., 2005a; Sathivel et al., 2005b; Slizyte
et al., 2005a; Slizyte et al., 2005b; SliZyte et al., 2005¢) et la teneur en lipides était de 1,6 % pour
les arétes de saumon (Liaset et al., 2003) et de 0,4 a 1,5 % pour les co-produits de hareng
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(Sathivel et al., 2003). Cependant, ces résultats different de certains obtenus au laboratoire sur
des viscéres de sardine ou des teneurs en lipides plus élevées (21%) ont été trouvées dans la
fraction soluble (Dumay, 2006). La composition du substrat (composition proximale, nature des
tissus,...) influence donc fortement le processus de protéolyse et donc la composition des
fractions résultantes.

Tableau 12. Composition chimique des fractions solubles et insolubles obtenues
apres 12h d’hydrolyse des co-produits de thon avec Protamex (0,1%) a 45°C, sans
controlede pH

Composition chimique (% par rapport a la
Fractions | Co-produits matiér e seche)
Protéines Lipides Cendres
Téte 72,1+11 15+0,2 23,7+0,3
Viscere 828+1,0 34+05 58 £01
Solubles Queue 82,7+0,1 1,001 14,7+ 0,1
Téte 236+0,8 63,1+ 0,9 86+0,1
Viscere 47,7+ 0,2 42,7+ 0,9 73+£0,2
Insolubles Queue 46,2+ 0,2 31,6+05 17,2+0,2

Dans notre étude, la teneur en protéines a augmenté tandis que la teneur en lipides a
diminué dans la fraction soluble par comparaison avec les matiéres premieres initiales non
hydrolysées. En effet, 1a protéolyse a conduit & un enrichissement par un facteur 2 de la teneur en
protéines pour la fraction soluble des tétes de thon (36g de protéines par 100 g de tétes seches et
72,1g de protéines par 100 g de fraction soluble séche) et un réduction par 22 de la teneur en
lipides (33g de lipides par 100 g de tétes seches et 1,59 de lipides par 100 g de fraction soluble
seche). Des résultats semblables ont été obtenus pour I'hydrolyse des queues de thon ou un
enrichissement par 2 de la teneur en protéines (42 a 82,7%) et une réduction par 8 de la quantité
de lipides (7,8 a 1%) ont été observés. Cependant, ce n'était pas le cas les viscéres ou seule une
|égere augmentation de la teneur en protéines a pu étre observee (de 71 a 82,8%) mais la grande
réduction de lipides a été confirmée (de 16,5 a 3,4%). Ces résultats sont conformes a ceux
présentés précédemment dans la littérature (Shahidi et al., 1995; Benjakul et Morrissey, 1997,
Liceaga-Gesualdo et Li-Chan, 1999; Gbogouri et al., 2004).
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S la teneur élevée en protéines dans les fractions solubles est un résultat de la
solubilisation des protéines pendant I'hydrolyse (Benjakul et Morrissey, 1997), lafaible teneur en
lipides malgré la déstructuration des tissus peut étre due a une « exclusion des lipides avec les
protéines insolubles » lors des processus de centrifugation (Nilsang et al., 2005).

Les teneurs en cendres des fractions solubles obtenues apres hydrolyses des co-produits
de thon varient de 5,8% (viscéres) a 23,7% (tétes) ce qui est logique et fortement lié a la
composition proximale des matrices (Liceaga-Gesualdo et al., 1999; Kristinsson et al., 2000b;
Sathivel et al., 2003; Sathivel et al., 2004; Sathivel et al., 2006).

En ce qui concerne les fractions insolubles (culots) obtenues aprés hydrolyses des co-
produits, elles s averent relativement riches en lipides (31,6-63,1%) avec des teneurs moyennes
en protéines (23,6-47,7%) et en cendres (8,6-17,2%). Ce fort enrichissement en lipides par
rapport au matériel initial peut étre du ala formation de complexes entre ces lipides et certaines
protéines ou peptides de grande taille (Liaset et al., 2003). D’ autre part, pendant I’ hydrolyse, les
membranes cellulaires des muscles ont tendance a se regrouper et a former des vésicules
insolubles qui vont former des « boulettes » lors de la centrifugation et se retrouver dans le culot
(Shahidi et al., 1995, Benjakul et Morrissey., 1997).

Compte tenu de la grande variabilité de composition biochimique de ces fractions, de
nombreuses applications peuvent étre envisagées comme par exemple I’ alimentation humaine ou
animale (Yu et Tan, 1990; Yu et Kaur, 1992; Cahu et al., 1999; Oliva-Teles et al., 1999; Refstie
et al., 2004) ou encore mettre a profit leur richesse en azote pour la croissance des bactéries
(Dufossé et al., 1997; Guérard et al., 2001, Martone et al., 2005) ou pour I'agriculture
(Kurbanoglu et al., 2002).

3.2.4. Récupeération de I’ azote dans la fraction soluble

Le degré d'hydrolyse est utilise comme I’indice de clivage des liaisons peptidiques tandis
que la récupération de I'azote (solubilisation de |’ azote ou protéines) refléte le taux des protéines
qui peuvent étre « récupérées » (sous entendu dans la fraction soluble) au cours d’ une hydrolyse
(Benjakul et Morrissey, 1997). Ce taux de solubilisation de I’azote est un des principaux
parametres étudiés lors de processus de protéolyse (Shahidi et al., 1995; Benjakul et Morrissey,
1997; Kristinsson et Rasco, 2000a; Liaset et al., 2002; Guerard et al., 2002; Pastoriza et al.,
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2003; Sathivel et al., 2005a; Aspmo et al., 2005). La Figure 9 illustre ce taux de récupération
pour les 3 co-produits étudiés.

Tétes Viscéres —a— Queues
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Figure 9. Récupération de |'azote au cours de |'hydrolyse des co-produits de thon
avec Protamex (0,1%) pendant 12 h a 45°C, sans contr6le de pH

Comme attendu, |a récupération de I’ azote dans les fractions solubles augmente lorsgue la
protéolyse progresse et ce quelles que soient les matrices étudiées. Cependant, avant que ne
démarre I’ hydrolyse, une fraction non négligeable de I’ azote se trouve (dgd) dans la fraction
soluble: 32,8%, 64,2% et 51,3%, pour les tétes, visceres et queues respectivement. Le fort taux
obtenu pour les visceres est trés certainement lié a la grande richesse en enzymes endogenes de
cette matrice et a d§ja été observé pour des visceres de seiche et de sardine (Kechaou et al.,
2009).

Pour les 3 co-produits I’augmentation de I’ azote soluble intervient principalement au
cours des 8 premiéeres heures de I'hydrolyse pour atteindre 72,1% pour les tétes, 81,8 % pour les
visceres et 84,6% pour les queues. Les 4 derniéres heures ne permettent qu’une tres légére
augmentation du taux de récupération : +1,5% pour les tétes, +0,9% pour les visceres et 1,2%
pour les queues. Ces résultats sont semblables a ceux obtenus lors d’ études précédentes sur des
co-produits de poisson (Liaset et al., 2002; Pastoriza et al., 2003; Aspmo et al., 2005). A chaque

fois, il est observé une réaction initiale rapide qui voit le clivage des chaines polypeptidiques
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« l&ches » puis dans une deuxieme phase, les protéines plus « compactes » sont digérées (Diniz et
Martin, 1997; Aspmo et al., 2005).

La nature du substrat influe bien évidemment sur la récupération de I’ azote au cours de
I’ hydrolyse. Ainsi, comme indiqué précédemment (Aspmo et al., 2005, SliZyte et al., 2005a), les
matrices riches en tissus conjonctifs seront moins sensibles a cette protéolyse. Cependant, comme
indiqué par Slizyte et al. (2005b), lateneur en lipides du substrat semble également influer; aingi,
plus le taux de matiere grasse sera élevé moins le rendement de solubilisation de |’ azote sera bon.

Dans cette étude, la récupération de |’ azote intervient principalement au cours des 8
premieres heures de I'hydrolyse. Ensuite, malgré une augmentation continue du degré
d hydrolyse, la solubilisation de I’ azote (donc des protéines) n’ évolue guere. Ceci traduit donc le
fait que Protamex n’est plus capable de solubiliser les protéines des 3 co-produits mais reste
active en coupant des liaisons peptidiques de protéines déja solubilisées, entrainant ainsi une
diminution de lataille moyenne des peptides des surnageants.

3.2.5. Distribution du poids moléculaire des peptides

Les hydrolysats protéiques des co-produits de thon ont été séparés en utilisant la
chromatographie d exclusion moléculaire a haute performance pour comparer la composition de
taille des peptides. La Figure 10 présente un exemple de profil de chromatographie (visceres). La
distribution du poids moléculaire des hydrolysats des tétes, des visceres et des queues de thon

sont représentés sur les Figures 11, 12 et 13.
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Figure 10. Profil de chromatographie des hydrolysats des viscér es de thon apres hydrolyses

avec Protamex (0,1%) a 45°C, sans contr 6le de pH
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Figure 11. Distribution du poids moléculair e des peptides de I’ hydrolysat detétesde
thon. L hydrolyse est conduite avec Protamex (0,1%) a 45°C, sans contr6le de pH
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Figure 12. Distribution du poids moléculair e des peptides de I’ hydrolysat de visceres
dethon. L"hydrolyse est conduite avec Protamex (0,1%) a 45°C, sans contréle de pH
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Figure 13. Distribution du poids moléculair e des peptides de I’ hydrolysat de queues de
thon. L"hydrolyse est conduite avec Protamex (0,1%) a 45°C, sans contr 6le de pH
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Comme attendu, plus la protéolyse est longue, plus les peptides sont petits. En effet, la
protéolyse en rompant les liaisons peptidiques a non seulement contribué a la solubilisation des
protéines mais elle a aussi généré des peptides de plus en plus petits. Avant |’ hydrolyse 45% et
38,3% des peptides contenus dans les surnageants de téte et de queue respectivement ont des
poids moléculaires supérieurs a 7000 Dalton (Da) alors qu’ils ne représentent que 5,8% des
peptides de visceres (84% étaient inférieurs a 2000 Da). Au cours de | hydrolyse, quel que soit le
co-produit, la teneur des peptides supérieurs a 3000 Da dans les hydrolysats a diminué. Ainsi,
aprés 12h d'hydrolyse, de tels peptides ne représentent plus que 10% des peptides totaux dans
I"hydrolysat des tétes de thon et moins de 2% dans I hydrolysat des visceres mais 27,3% dans
I"hydrolysat des queues. En ce qui concerne les hydrolysats de visceres, ceux-ci au bout de 12h

sont constitués a 92,5% de peptides dont le poids moléculaire est inférieur a 1000 Da.

La distribution moléculaire des peptides d' un hydrolysat permet d appréhender les voies
de valorisation potentielles. En effet, une corréation est trés souvent observée entre cette taille et
les propriétés nutritionnelles et fonctionnelles de ces hydrolysats: solubilité, stabilité thermique,
capacité de rétention deau..Les propriétés biologiques éventuelles des ces hydrolysats
(antioxydante, antihypertensive, immunomodulante, antiprolifératrice...) sont aussi dépendantes
de lataille moyenne des peptides mais aussi de leur composition en acide aminés (Ravallec-Plé et
al., 2001; Je et al., 2005; Kim et Mendis, 2006; Picot et al., 2006; Benjakul et Morrissey, 1997,
Je et al., 2007, Guérard et al., 2001; Guérard et al., 2002; Aspmo et al., 2005).

Ces résultats confirment bien I'intérét de combiner plusieurs analyses tels le degré
d hydrolyse, le taux de récupération de |’ azote et la distribution des poids moléculaires pour

caractériser un hydrolysat.

3.2.6. Composition en acides aminés dans la fraction soluble obtenue aprés hydrolyse
des tétes de thon

La composition en acides aminés des fractions solubles avant et apres protéolyse n’a été
établie que pour lestétes de thon; elle est présentée dans le Tableau 13.

Fort logiquement, d'un point de vue quantitatif, la protéolyse permet d'augmenter
fortement la teneur en acides aminés totaux dans les fractions solubles : 2,18 mmol/g de matiére
seche avant réaction, 4,89 mmol /g de matiere séche apres 6h, et 5,46 mmol/g de matiére seche

apres 12h d hydrolyse.

74



Tableau 13. Composition en acides aminés dansla fraction soluble avant et apreés
protéolyse des tétes de thon avec Protamex (0,1%) a 45°C, sans contr6le de pH

Acides aminés Avant Aprés protéolyse
(mmol/g de matiére séche) protéolyse 6h 12 h
Alanine 0,31 0,55 0,67
Acide aspartique 0,14 0,38 0,42
Cystine 0 0,01 0,01
Acide glutamique 0,25 0,6 0,53
Glycine 0,65 1,33 1,52
Histidine 0,07 0,08 0,13
Isoleucine 0,05 0,12 0,18
Leucine 0,11 0,23 0,3
Lysine 0,06 0,16 0,18
M éthionine 0,04 0,12 0,11
Ornithine 0 0 0,08
Phénylalanine 0,04 0,12 0,13
Proline 0,21 0,52 0,54
Serine 0,08 0,23 0,17
Thréonine 0,08 0,22 0,19
Tyrosine 0,01 0,03 0,06
Valine 0,08 0,19 0,24
Acides aminés essentiels (AAE) 0,53 1,24 1,46
Acides aminéstotal (AAT) 2,18 4,89 5,46
AAE/AAT (%) 243 254 26,8

Au niveau qualitatif, tous les acides aminés n’ ont pas « augmente » de maniere identique.
Cette augmentation est particulierement sensible pour I'isoleucine, la leucine, la lysine, la
meéthionine, la phénylalanine, la thréonine et la valine qui sont des acides aminés essentiels pour
I”"homme. Avant I’ hydrolyse, lateneur en acides aminés essentiels dans la fraction soluble était de
0,53 mmol/g matiére seche (ce qui représente 24,3% des acides aminés totaux quantifiés). Sous

I'action de I'enzyme Protamex, cette teneur a atteint 1,24 mmol/g matiére seche (représentant
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25,4% des acides aminés totaux) apres 6 h dhydrolyse et 1,46 mmol/g matiére seche
(représentant 26,8% des acides aminés totaux) apres 12h d' hydrolyse.

Il est intéressant de constater qu‘ avant I’ hydrolyse seuls 15 acides aminés ont été détectés
dans la fraction soluble, mais ils sont 16 apres 6h d hydrolyse (apparition de la cystine) et 17 au
bout de 12h (apparition de |’ ornithine).

Les acides aminés magjoritaires dans la fraction soluble apres 12h de réaction sont : la
glycine (27,8%), I’ aanine (12,3%), et la proline (9,9%) et |’ acide glutamique (9,7%).

L’ enrichissement des surnageants en acides aminés essentiels au cours d’'une protéolyse
N’ est pas nouveau. Ainsi cela a été dgaobservé lors de |’ hydrolyse de co-produits de calmar et de
sardine (Lian et al., 2005, Kechaou et al., 2009). || a méme été établi que la durée de I’ hydrolyse
avait un effet notable sur la libération de certains acides aminés et donc sur les activités
biologiques éventuelles des hydrolysats (Wu et al., 2003).

Ces aminogrammes mettent en évidence la bonne vaeur nutritionnelle des hydrolysats
obtenus apres 6 ou 12h d’ hydrolyse et laissent augurer de leur potentiel en alimentation humaine

ou animale notamment aquacole.
3.2.7. Didtribution de lipides
La distribution des lipides dans les fractions obtenues apres hydrolyses enzymatiques des
co-produits de thon est représentée dans le Tableau 14.
Tableau 14. Distribution des lipides (% des lipides totaux) dans les fractions obtenues

apres 12h d’hydrolyse des co-produits de thon avec Protamex (0,1%) a 45°C, sans
controlede pH

Fractions Tétes Viscéres Queues
Soluble 21+£0.2 204+16 10,2+ 0,2
Insoluble 979 +14 796+ 15 89,8+1,1

Quelle que soit la matrice étudiée, apres 12h d'hydrolyse, les lipides sont majoritairement
retrouveés dans les fractions insolubles (environ 98, 80 et 90% des lipides totaux pour les tétes, les

viscéres et les queues respectivement). Cette profonde modification de la distribution des lipides
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est |’ effet le plus notable des hydrolyses conduites ici. Ces données confirment certains résultats
obtenus apres hydrolyse d arétes de saumon et de visceres de morue ou les lipides ont été
retrouvés a une trés large majorité dans les fractions insolubles (Liaset et al., 2003, Dauk3as et
al., 2005). Cependant, de précédents travaux effectués au laboratoire avec la méme enzyme et
portant sur la protéolyse de co-produits de morue et de sardine avaient montré qu’ une grande
quantité de lipides pouvaient étre récupérée dans les fractions solubles (Dumay et al., 2004;
Dumay et al., 2006; Dumay, 2006; Dumay et al., 2009). Un travail récent a méme confirmé que
la rupture des tissus suite a une protéolyse pouvait conduire a une libération des lipides dans la
fraction soluble (Kechaou et al., 2009). Il semble que ce ne soit pas le cas ici et que la
distribution des lipides aprés hydrolyse soit fortement dépendante de la matrice étudiée et de sa

composition de protéines et lipides.

3.2.8. Didtribution des différentes classes de lipides des fractions obtenues apres

hydrolyse des tétes de thon

Tout comme pour les acides aminés, seules les fractions résultantes de I’ hydrolyse de la
téte de thon ont été analysées pour établir la répartition des lipides en classe. Cette distribution est
présentée sur la Figure 14.
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Figure 14. Distribution des différentes classes de lipides des fractions générées apres
12h d’hydrolyse des tétes de thon avec Protamex (0,1%) a 45°C sans contr 6le de pH
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L’analyse des résultats révele que la protéolyse n'a pas modifié profondément la
distribution des classes de lipides et que le surnageant et le culot, apres 12h d’hydrolyse, ont
comme lipides majoritaires des lipides neutres (71 a 74%), viennent ensuite les glycolipides (18,5
a19,7%) tandis que les phospholipides ne représentent pas plus de 9% (7,9 a 8,9%).

Ces résultats contredisent certaines études ou il avait été montreé que la protéolyse affectait
la répartition en classe des lipides au sein des différentes fractions (Liaset et al., 2003, Dumay,
2006; DauksSas et al., 2005). Cependant, il convient de signaler que pour ces études, une quantité

non négligeable de lipides avait pu étre récupérée dans les surnageants, ce qui n’est pas le casici.

3.2.9. Composition en acides gras des fractions obtenues aprés hydrolyse des tétes de

thon

Les compositions en acides gras des lipides des deux fractions solubles et insolubles
générées apres 12h d’ hydrolyse des tétes de thon ont été établies (Tableau 15).

Les acides gras sont majoritairement de type saturé quelle que soit la fraction étudiée :
44,6% pour le surnageant, 49,6% pour le culot tandis que les acides gras possédant une double
liaison représentent 31,8 et 35,4% respectivement. Cependant si les acides gras polyinsaturés sont
minoritaires ils comptent quand méme pour 23,6% des lipides du surnageant et 15% des lipides
du culot.

L’ acide palmitique (C16:0) est I’ acide gras majoritaire dans les 2 fractions et représente
prés du tiers des acides gras quantifiés (29 et 33,3%). L'acide oléique (C18:1c 09) est le
deuxiéme acide gras | e plus abondant (18 et 20,3%).
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Tableau 15. Composition en acides gras (% des acides gras totaux) des fractions obtenues
apres 12h d’hydrolyse destétes de thon avec Protamex (0,1%) a 45°C, sans contr 6le de pH

Acidesgras Fraction soluble Fraction insoluble
C14:0 2,7 3,0
C15:.0 1,1 14
C16:0 29,0 33,3
C18:0 10,2 10,9
C24:0 1,6 1,0
> AGS (%) 44,6 49,6
Cl6:lcw?7 4.8 5,6
C18:1c w9 18,0 20,3
Cl8:1cw?7 3,7 4,1
C20:1cw?9 2,3 25
C22:1cw?9 1,6 1,6
C24:1cw?9 14 13
> AGMI (%) 318 35,4
C18:2cw 6 1,6 1,7
C18:3cw 4 0,6 0,7
Cl18:4cw3 0,9 0,9
C20:4cw 6 1,7 12
C22:4cw 6 0,0 0,6
C20:5cw 3 2,7 1,6
C225cw 3 0,9 0,5
C22:6cw3 15,2 7,8
> AGPI (%) 23,6 15,0

En ce qui concerne les acides gras de la famille des ®3, c'est le DHA (C22:6 ®3) qui
prédomine pour atteindre méme 15,2% des acides gras totaux du surnageant, I’ EPA (C20:5 ®3)
ne représentant que 1,6 a 2,7% des acides gras totaux. C'est pour cette famille (03) que les
différences les plus notables sont observées avec quasiment pres du double quantifié en plus dans
lafraction soluble (20% par rapport a11%) et ce principal ement a cause des teneurs en EPA et en

DHA qui sont tres différentes. Ces deux acides gras ont été largement étudiés pour leur fonction
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biologique. Ainsi, I'EPA contribue a diminuer e taux de cholestérol et a un role protecteur contre
les maladies cardio-vasculaires tandis que le DHA joue un réle important dans le dével oppement
des tissus nerveux du cerveau.

Les teneurs élevées en DHA trouvéesici étaient attendues car les lipides orbitaux de thon
sont connus pour en étre une excellente source (Yazawa et al., 1991, Chantachum et al., 2000).
Plusieurs auteurs (Stansby et al., 1990, Ando et al., 1996, Shimada et al., 1997) ont méme
constaté que lateneur en DHA dans les huiles des espéces de thon était souvent considérablement
plus haute que celles de la plupart d'autres espéces et que lateneur en DHA excédait de beaucoup
celle en EPA. La hiérarchisation acide palmitique, acide oléique, DHA est aussi conforme pour
ce type de matériel biologique (Chantachum et al., 2000; Al-Sayed Mahmoud et al., 2008).

4. CONCLUSION

La conduite d’ hydrolyses longue durée (12h) a I’aide d’une protéase a large spectre telle
Protamex confirme la forte influence de la nature du substrat sur le processus de protéolyse,
entrainant des degrés d hydrolyse, une récupération de I’ azote soluble et une distribution des

lipides tres différentes selon les matrices.

Comme attendu, plus la protéolyse avance plus la matiére est liquéfiée. Les cinétiques
d hydrolyse traduisent toutes une réaction initiale rapide (augmentation du degré d hydrolyse)
suivi d’'un ralentissement puis d'un arrét de la solubilisation de la matiére (degré d hydrolyse
constant). La protéolyse sur ces co-produits a conduit & une grande solubilisation de la matiere
seche, surtout les protéines. La solubilisation des protéines est principalement arrivée durant la
premiére période du processus d hydrolyse. La majorité des protéines des co-produits de thon a
€été récupérée dans la fraction soluble aprés 8h d' hydrolyse par 0,1% de Protamex (72%). La
réalisation d’' une telle protéolyse a entrainé une augmentation du degré d’ hydrolyse mais a aussi
conduit a une diminution des poids moléculaires des peptides dans les hydrolysats. La majorité

des peptides générés apres protéolyse avaient de petits poids moléculaires (inférieurs a 3000 Da).

En ce qui concerne la composition biochimique, la composition des substrats initiaux a
influencé la composition chimique des fractions résultantes. La protéolyse des tétes de thon

entraine une augmentation de la teneur en acides aminés dans la fraction soluble avec surtout une
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hausse de la proportion en acides aminés essentiels. L’ étude de la distribution des différentes
classes de lipides révele gque les lipides neutres sont les composants principaux (71-74%) des
lipides totaux dans les fractions obtenues aprés protéolyse des tétes des thon tandis que les
phospholipides sont moins présents (8-9%). Cependant, il est intéressant de constater que ces
fractions ont une teneur élevée en acides gras insaturés notamment les acides gras DHA et EPA.
La protéolyse des co-produits de thon apparait donc utile pour produire des fractions
intéressantes: une fraction riche en protéines, relativement pauvre en lipides (fraction soluble) et
une fraction riche en lipides et minéraux mais avec une gquantité non négligeable de protéines
(fraction insoluble). Ces fractions possedent donc a priori une bonne valeur nutritionnelle et

peuvent étre utilisées comme des sources protéiques de bonne qualité dansun but alimentaire.

Parmi les trois co-produits de thon éudiés ici, latéte est le substrat le plus ‘ prometteur’ en
termes de valorisation potentielle. Une protéolyse de 8 heures semble en effet suffisante pour
solubiliser ce qui peut I’ étre par 0,1% de Protamex dans les conditions opératoires utilisées ici.
Ce temps d’ hydrolyse peut néanmoins vraisemblablement étre réduit par une augmentation du
ratio enzyme/substrat (voir chapitre suivant). Les fractions résultantes (culot et surnageant) de
part leur grande richesse en protéines devraient pouvoir étre valorisées en alimentation humaine

et/ou animale (voir chapitre suivant).
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CHAPITRE 3. HYDROLYSE DESTETESDE THON ET
VALORISATION DESFRACTIONSRESULTANTES

1. INTRODUCTION

Les résultats d’ hydrolyse du chapitre précédent font ressortir que la téte de thon est la
matrice a privilégier parmi les 3 étudiées.

Dans ce chapitre et en tenant compte des résultats du chapitre précédent, les hydrolyses
sur la téte de thon uniguement vont étre conduites mais en augmentant le ratio enzyme/substrat
(ici 0,5% de Protamex) et sur un temps plus court (8 heures au maximum). Comme
précédemment, plusieurs prélévements seront effectués afin de caractériser la réaction
d hydrolyse et les fractions résultantes (degré d’ hydrolyse, récupération de |’ azote).

L’ objectif de ce travail est d étudier ici 2 voies principales de valorisation de la téte de
thon apres une protéolyse : I’ adimentation des crevettes d’ élevage tout d’abord et I'incorporation
des hydrolysats dans |a sauce de poisson (alimentation humaine) ensuite.

Le Vietnam est, en effet, a |’ heure actuelle un des 5 plus grands pays producteurs de
crevettes d élevage (FAO, 2008). L’ aquaculture s'y dével oppe rapidement, en particulier celle de
I’ espéce Penaeus vannamel qui connait un essor fulgurant ces derniéres années. Cette forte
expansion nécessite d'important besoins en farine de poisson, unigquement couverts au 1/3 par la
production actuelle (Dao et al., 2005). La recherche de substituts ou de compléments protéiques a
cette farine est donc d’un intérét majeur pour I’ aquaculture vietnamienne. Ce travail vise ainsi a
évaluer la possihilité d'incorporer des hydrolysats protéiques de téte de thon dans des aliments
pour crevettes et a comparer les performances zootechniques obtenus ainsi (taux de survie, gain
de poids des crevettes, taux de conversion alimentaire et coefficient d efficacité protéique) avec
celles d’ éevages plus conventionnels.

L’Asie du Sud Est produit traditionnellement des sauces de poisson fermentées qui
constituent un des éléments de base de la cuisine de cette région. L’ évolution des golts et la
mondialisation font, qu’a I’ heure actuelle, ce type de sauce est utilisé sur tous les continents et
gue la demande est croissante. Parmi toutes ces sauces, |e nuoc-mam vietnamien est réputé pour
sa qualité et donc largement exporté. Le travail présenté ici vise a étudier s les valeurs

nutritionnelles et économiques d'une telle sauce peuvent étre augmentées par adjonction
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d hydrolysats protéiques lors de la phase de maturation. En effet, la qualité, et donc la valeur,
d’ une sauce de poisson, est liée en grande partie a sa teneur en azote et particuliérement en azote
aminé. || semble donc intéressant de voir si une supplémentation en protéines de poissons plus ou
moins hydrolysées peut contribuer & augmenter le taux d’ acides aminés sans trop perturber les
propriétés organoleptiques finales du produit. Ce travail présente donc I’ é&ude de I’influence de
I"incorporation de 3 hydrolysats de tétes de thon sur la qualité de la sauce de poisson. Les
caractéristiques physico-chimiques et sensorielles de ces sauces de poisson sont déterminées et

comparées a celles relevées pour des sauces commerciales.

2. MATERIELSET METHODES

2.1. Hydrolyse destétes de thon

L es tétes de thon broyées et décongel ées sont placées dans un réacteur double enveloppe et
homogénéisées avec un volume égal d'eau distillée sous une agitation constante de 300 rpm.
Lorsque latempérature intérieure du réacteur atteint 45°C, I'enzyme Protamex est gjoutée & raison
de 0,5% du poids de la matiére premiére. Des hydrolyses sont aors réalisées pendant 8 heures
sous agjitation en maintenant une température de 45°C mais en laissant libre le pH (le pH initial

mesuré a été de 6,3 a 6,5).

Des prélévements réguliers (toutes les heures) de 30 ml sont effectués et immédiatement
portés & 95°C pendant 15 minutes pour inactiver I’enzyme. La solution est alors centrifugée
(10.000g, 4°C, 30 minutes) afin de récupérer d’ une part le surnageant (fraction protéique soluble)
et le culot (fraction insoluble). Ces fractions sont ensuite lyophilisées et conservées a 4°C pour

analyse.
2.2. Production d”hydrolysats de tétes de thon

Des hydrolyses sont réalisées pendant 2, 3 et 6h. L’hydrolyse de 8 heures ne sert qu’'a
établir les cinétiques du degré d hydrolyse et de la récupération de I’ azote. Une vue globale du

procédé est présentée sur la Figure 15 (voir Annexe A).
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Tétes de thon broyées et congel ées

v
Décongélation
*
Hydrolyse des tétes de thon
v
Inactivation de I’ enzyme
v
Filtration |—» Arétes
v
Centrifugation
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Surnageant Lipides Culot
Lyophilisation Séchage
v v
Poudre protéique soluble Poudre protéique insoluble

Figure 15. Production de poudre protéique soluble et de poudr e protéiqueinsoluble

Au terme de |’ hydrolyse de tétes de thon avec Protamex (0,5%, 45°C, pH libre), I’ enzyme
est inactivée thermiquement (15min & 95°C). Le mélange est ensuite filtré sur un tamis
meétallique afin de séparer les arétes. La solution (filtrat) est alors centrifugée (10 000g, 4°C, 30
minutes) conduisant a la séparation du culot (fraction insoluble) et du surnageant (fraction
soluble). La lyophilisation du surnageant conduit alors a I’ obtention de la poudre protéque
soluble. La poudre protéique insoluble est obtenue par sechage du culot (a 40°C) puis broyage.
Les 3 hydrolyses réalisées (2, 3 et 6 heures) conduisent donc aux produits suivants :

= S2, S3, S6 : Poudres protéiques solubles obtenues a partir de I'hydrolyse des tétes
de thon pendant 2h, 3h et 6h, respectivement.

= C2, C3, C6 : Poudres protéiques insolubles obtenues a partir de I'hydrolyse des
tétes de thon pendant 2 h, 3 h, et 6 h, respectivement.

Trois hydrolyses complémentaires ont été réalisées dans les mémes conditions mais cette
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fois il Ny a pas eu de centrifugation aprés I’ éape de filtration (Figure 16). Le culot et le
surnageant ne sont donc pas séparés comme précédemment. Le tout est lyophilisé et conduit a
I’ obtention de 3 « mélanges » de poudres protéiques :
* M2: le mélange de poudre protéique obtenu a partir de |’ hydrolyse des tétes de
thon pendant 2h.
= M3: le mélange de poudre protéique obtenu a partir de |’ hydrolyse des tétes de
thon pendant 3h
= M6 : le mélange de poudre protéique obtenu a partir de |’ hydrolyse des tétes de
thon pendant 6h.
Tétes de thon broyées et congel ées
v
Décongélation
v
Hydrolyse des téte de thon
¥
Inactivation de |’ enzyme
¥
Filtration

v

Lyophylisation
v

Mélange de poudre protéique
Figure 16. Production du mélange de poudr e protéique

— Arétes

2.3. Analyses biochimiques

Les dosages de la teneur en eau, cendres, protéines et lipides sont réalises comme
mentionnés précédemment au chapitre 2. La teneur en fibres brutes et en extraits non azotés

(hydrates de carbone assimilables) de I’ aliment pour les crevettes est estimée selon les protocoles

suivants;
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2.3.1. Dosage de lateneur en fibres brutes

Principe:

Les fibres brutes sont des matiéeres organiques restantes insolubles apres le traitement de
I’ échantillon en milieu acide et en milieu alcalin. L'échantillon est traité successivement par des
solutions bouillantes d'acide sulfurique et d'hydroxyde de sodium. Le résidu est séparé par
filtration, lavé, séché, pesé et calciné a 600°C. La perte de poids résultant de la calcination
correspond a lafibre brute de la prise d'essai.

Mode opératoire:

Peser 3 g de I'échantillon dans le ballon de 500 ml, a 1 mg pres, gjouter 200 ml d'acide
sulfurique de 1,25% et quelques gouttes d'émulsion dantimousse dans le ballon. Porter
rapidement a ébullition et laisser bouillir pendant 30 minutes exactement. Filtrer sous vide sur un
filtre d'amiante. Laver le résidu par I'eau trés chaude. Transférer le résidu dans le ballon. Ajouter
200 ml de solution d'hydroxyde de sodium de 1,25%. Porter rapidement & ébullition et laisser
bouillir pendant 30 minutes exactement. Filtrer sous vide sur un nouveau filtre damiante. Laver
le résidu a l'aide d'eau trés chaude jusgu'a neutralité des eaux de lavage (essai au papier de
tournesol). Transférer le résidu dans un creuset a incinération et sécher dans I'étuve a 105°C
jusgu'a poids constant. Laisser refroidir en dessicateur et peser. Introduire ensuite le creuset dans
le four et laisser calciner durant 30-60 minutes a 600 °C. Laisser refroidir en dessicateur et peser.
Lateneur en fibre brute est donnée par laformule:

B (%) = (&9 gc).loo

Gd : masse aprés séchage (9)
Gc : masse aprés calcination (Q)

G : Masse de I’ échantillon (g)

2.3.2. Dosage de lateneur en extraits non azotés

La teneur en extraits non azoté (% par rapport a la matiére séche) de I'aliment pour
crevettes peut étre calculée par la formule suivante (Sudaryono et al., 1996; Shapawi et al.,
2007):

Extrait non azoté (%) = 100 — (% protéine + % lipide + % cendre + % fibre brute)
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2.4. Nutrition animale : alimentation des crevettes
2.4.1. Matériel biologique

Les crevettes utilisées pour |’ expérimentation d’' éevage sont des Penaeus vannamei de
poids moyen de 4,3g, elles ont été fournies par le Centre de Recherche Appliquée al’ Aquaculture
del’Université de Nha Trang, au Vietnam (Figure 17).

Ces crevettes ont été transportées vers le laboratoire d’ aquaculture al’ Université de Nha Trang.

Figure 17. Photogr aphie des crevettes (Penaeus vannamei)

2.4.2. Fabrication d' aliments

2.4.2.1. Fabrication de farine de tétes de thon

Afin de valider I'intérét de substituer tout ou partie des protéines animales dans I’ aliment
par des hydrolysats, des essais comparatifs sont effectués par rapport a un aliment témoin. Dans
celui-ci, de la farine de téte de thon est utilisée a la place des hydrolysats. Cette farine est
élaborée selon la méthode du pressage humide telle que décrite par Johnson (2002). Les tétes de
thon broyées sont tout d’ abord cuites & 100°C pendant 20 minutes dans un cuiseur & vapeur, puis
pressées afin de séparer le jus de presse et le gateau de presse. Le jus de presse (qui contient de
I’eau, de I'huile, des protéines dissoutes, des vitamines, des minéraux...) est aors centrifugé
pendant 10 minutes & 6000 tours par minute afin de permettre la séparation de I'huile. Le jus

« maigre » résultant est ensuite concentré al’aide d'un évaporateur jusqu’ a réduire le volume de

87



moitié. Le concentré obtenu est ensuite remélangé avec le gateau de presse puis séché & 40°C
pendant environ 10h et broyé a |’aide d’un broyeur. Le broyat est ensuite tamisé a |I’aide d’un
tamis de 1mm de maille. C'est cette farine qui est ensuite employée comme témoin dans la
fabrication d’ aliments pour les crevettes.

Une vue globale de ce procéde est présentée sur la Figure 18 (voir Annexe B).

Téte de thon
v
Broyage
v
Cuisson ala vapeur
v
Pressage
; I
Géteau de pressage Jus de preﬂ‘gage
v v
Sechage Centrifugationn | __ Hyile de poisson
v v
Broyage Jus maigre
v
Tamisage Concentration
v

Farine de téte de thon
Figure 18. Procedé defabrication defarine detétesdethon

2.4.2.2. Formulation des aliments pour les crevettes

Quels que soient les essais réalisés au cours de cette étude, les aliments utilisés étaient
constitués des é éments suivants : farine de téte de thon, tourteau de soja, son deriz, farine de blé,
huile de calmar, mélange minéral et vitaminique. Outre ces matiéres premiéres, certains aliments
contenaient des hydrolysats de téte de thon en substitution de 50% de la farine de téte.

L e tourteau de soja, le son de riz et la farine de blé ont été fournis par la société « Long
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Hiep » (Nha Trang, Vietnam) qui produit des aliments pour crevettes. L’ huile de calmar et le
mélange vitaminique et minéral ont été achetés dans un magasin d’ aliment destiné aux crevettes a
Nha Trang. La composition du mélange vitaminique et minéral est la suivante (pour 1kg):

Vitamine A (Rétinol):1000000 UI, Vitamine D3 (cholécalciférol): 300000 Ul, Vitamine

E: 2000 mg, Vitamine K3 (ménadione): 500 mg, Vitamine B1 (thiamine): 500 mg,

Vitamine B2 (riboflavine): 320 mg, Vitamine B3 (niacine): 2000 mg, Vitamine B6

(thiamine): 500 mg, vitamine B7 (inositol): 10000 mg, vitamine B8 (Biotine ):20mg,

vitamine B9 (Acide folique): 200 mg, D-Calpan (vitamine B5):2500, Vitamine C (acide

ascorbique): 10000 mg, Phosphore: 10000 mg, Calcium: 8000mg, Zinc :5000mg,

Manganese: 2000 mg, Magnésium: 750 mg, Choline chloride : 5000 mg, Cobalt: 50 mg,

Sélénium : 50 mg, lode : 20 mg.

Au total, 10 aiments ont été formulés (1 aliment témoin avec lafarine de téte de thon et 9
aliments contenant un des 9 hydrolysats en substitution a 50% de la farine de téte de thon). Ces
10 aliments ont été élaborés de fagons a étre isoprotéiques (40% de protéines par rapport a la
matiere seche).

e L’adiment AT contenait uniguement de la farine de téte de thon

e Les adiments AS2, AS3 et AS6 ont été élaborés avec les surnageants
d hydrolyse, respectivement S2, S3 et S6.

e Lesaiments AC2, AC3 et AC6 ont été élaborés avec les culots d’ hydrolyse,
respectivement C2, C3 et C6.

e Les diments AM2, AM3 e AM6 ont é&é élaborés avec les mélanges
surnageant/culot d’ hydrolyse, respectivement M2, M3 et M6.

2.4.2.3. Fabrication des aliments pour |es crevettes

Le processus global de fabrication des aliments pour crevettes est présenté sur la Figure
19 (voir Annexe C).

89



Matieres premieres

Broyage
v

Pesage
v
Mélange
v
Pressage
{

Cuisson alavapeur
v
Séchage
&
Granulation
v
Tamisage

v

Aliments pour crevettes

Figure 19. Processus de fabrication des aliments pour crevettes

Toutes les matieres premieres (sauf |"huile de calmar) entrant dans la composition des
aliments sont préalablement filtrées sur tamis métalliqgue de 1mm de maille. Elles sont ensuite
pesées et mélangées entre elles al’aide d’ un mixeur pendant 10 minutes puis I'huile est gjoutée.
De |’ eau est ensuite incorporée au mélange afin d’ atteindre une cohésion appropriée permettant le
pressage. Ce pressage est une opération ssimple qui consiste a forcer le passage du mélange au
travers des orifices (2mm de diameétre) d’ un disque perforé. Les filaments résultants sont ensuite
cuits a la vapeur pendant 7 minutes. Cette cuisson est nécessaire car elle améliore la stabilité a
I'eau de I'aliment. Les filaments ainsi cuits sont ensuite séchés & 35°C pendant 14 heures puis
coupés en granulés a |I’aide d’un couperet dans un mixeur. Ces granulés sont ensuite calibrés a
I”aide d’ un tamis métallique (2mm de diametre de maille) ce qui permet également d' éliminer les
éventuelles poussieres formées lors du découpage (précaution nécessaire pour éviter la pollution
des eaux d élevage). Le produit fina se présente sous la forme de granulés de 2mm de diamétre
et de 2mm de longueur. Les aliments ainsi obtenus sont stockés au réfrigérateur jusgu'a leur
utilisation.
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2.4.3. Protocole d’ élevage des crevettes

La durée des essais de nutrition en bassins a été de 6 semaines. Les bacs utilisés avaient
un volume total de 150 litres (50 x 60 x 50 cm). La circulation de I’eau dans ces bacs a été
maintenue, pendant toute la durée de I'étude, a un débit moyen de 1,5 I/min. Avant son
introduction dans les bassins, cette eau a été filtrée sur filtre biologique. La Figure 20 illustre le

montage expérimental .

e S

Figure 20. Bacs d’ élevage des crevettes

Dans chague bassin expérimental, 30 individus juvéniles de Penaeus vannamei d'un poids
moyen de 4,3g ont éé répartis au hasard. L’effet nutritionnel de 11 aliments (1 contenant la
farine de thon, 1 aliment commercial de la société Uni-President Vietnam**, 9 contenants des
hydrolysats ou mélanges d’ hydrolysats) a ainsi pu étre évalué. Chague aliment a été testé sur 3
bacs, la ration journaliere distribuée correspondant a 5% du poids vif des crevettes. La
distribution de I’ aliment a été effectuée manuellement a raison de 2 distributions par jour (a 8h et
a 17h). Au bout de 3 semaines d’ expérimentation, une pesee de controle a été réalisee afin de
procéder a un régjustement de la quantité d’ aliment a distribuer. Lors de la distribution d’ aliment,
les granulés ont été déposés sur un plateau d' alimentation de diametre de 30cm (voir Figure 21).
Trois heures aprés le dépot, les plateaux étaient enlevés, I'aliment résiduel récupéré et stocké a -
20°C. A lafin de I'expérimentation, les aliments résiduels de chaque bac ont été récupérés, séchés
&105°C jusgu’ & un poids constant et la masse correspondante & alors été relevée. Chague jour, les

bacs étaient nettoyés en siphonnant des matiéres accumul ées.
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** Code de I’aliment commercial : V994 ; |’adresse de la société Uni-President Vietham: 16-18 rue de DT 743,
zoneindustrielle Song Than 2, Di An, Binh Duong, Vietnam.

Figure 21. Plateau d’alimentation dansle bac d’ élevage de crevettes

Au cours des 6 semaines d expérimentation, plusieurs paramétres ont été mesurés
quotidiennement :
= latempérature de |’ eau qui a oscillé entre 27 et 29°C,
= |epH qui est resté compris entre 7,0 et 8,0
= |aconcentration en oxygéne dissous qui avarié de5a 6,5 mg/l

= |asdinitédel eau évoluant de 23 & 26%o.

2.4.4. Détermination de |’ efficacité des aliments

Aprés 6 semaines d élevage, le taux de survie, le gain de poids, le ratio de conversion
aimentaire et le coefficient d’ efficacité protéique ont été déterminés pour chaque bac comme suit
(Cruz-Suérez et al., 2007):

2.4.4.1. Taux desurvie

Taux de survie = Nombre de survivants « 100

Nombre initial de crevettes
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2.4.4.2. Gain de poids

L a croissance pondéral e des crevettes a été déterminée en pesant les crevettes.
Gain de poids absolu (g) = Poids moyen final - Poids moyen initial

Poids moyen final - Poids moyeninitial «

Gain de poids relatif (%) = Poids moveninitia
i yeniniti

100

2.4.4.3. Perte de matiére séche et de protéines brutes des aliments dans |’ eau

La perte de matiere seche (PMS %) et |a perte de protéines brutes (PPB%) pendant le
temps ou l'aliment était dans I'eau ont été déterminés pour tous les aliments. Pour ce faire, 5g
d aliments pesés exactement ont été immergés dans des bouteilles en plastique contenant 200ml
d'eau de mer. Aprés 3h d agitation (30 rpm, 28°C), les échantillons ont été filtrés sur un filet
(maille de Imm de diamétre) puis séchés & 105°C jusqu’ & I’ obtention d’ un poids constant. Ils ont
ensuite été refroidis dans un dessicateur et pesés afin de déterminer |a perte de matiére séche et de
protéines brutes.

Le taux de perte de matiere seche et de protéines brutes des aliments ont été déterminés en
utilisant les formules suivantes (Cruz-Suérez et al., 2001):

Massed' aiment avantimmersion - massed'aliment aprésimmersion
Massed' aiment avant immersion

PMS (%) = x 100

% protéinesavantimmersionx 100 - % proténesapresimmersionx (100- % PMS)
% protéinesavant immersion

PPB (%) =

2.4.4.4. Aliment sec consommé (ASC)

La consommation d'aliment sec a été déterminée en soustrayant |a masse de |I'aliment sec
résiduel de lamasse de |’ aiment sec donné (Refstie et al., 2004).
AsC = Masse del’ aliment sec donné - masse de |'aliment sec résiduel
Cependant, pour tenir compte de la perte en matiere séche de I'aiment, il convient de
calculer une valeur gjustée a savoir (Hernandez et al., 2008) :
ASC i = ASC x (1- PMS/100)
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2.4.4.5. Taux de conversion alimentaire (TCA)

Le taux de conversion aimentaire est la quantité d’aliment sec consommé par unité de
gain de poids absolu (Hernandez et al., 2008).
RCA = ASC o / gain de poids absolu

2.4.4.6. Coefficient d' efficacité protéique (CEP)

Le coefficient d efficacité protéique est le gain de poids absolu par unité de protéines
brutes consommees.
CEP = Gain de poids absolu/ protéines brutes consommeées gjustées
Pour tenir compte de la perte en protéines brutes, il est nécessaire de calculer une valeur
gjustée a savoir :

Protéines brutes consommées gjustées = Protéines brutes consommées x (1- PPB/100)

2.5. Nutrition humaine : sauce de poisson
2.5.1. Matériel biologique : anchois

Pour cette étude, des anchois (Stolephorus commersonii) péchés dans la région maritime
de Khanh Hoa (Vietnam) et d’ une longueur moyenne de 7 a8 cm ont été utilises (voir Figure 22).
Ces poissons ont été achetés sur le port de Nha Trang.

Figure 22. Photogr aphie des anchois (Stolephorus commer sonii)
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2.5.2. Protocole expérimental de fabrication de la sauce de poisson

Le matériel de base est constitué de jarres en terre cuite munies d’un robinet (Figure 23).
Dans la jarre sont successivement introduits une couche de calcaires coralliens (jusqu’ au niveau
du robinet), puis une couche de s&l (environ 1-2cm épaisseur).

Figure 23. Jarres utilisées pour la production du nuoc-mam

L e processus de fabrication du nuoc-mam est présenté sur la Figure 24.

Anchois entiers

v

Mélange avec du sel

v
Pressage

v

Fermentation

v

Nuoc-mam — | Analyses chimiquestousles 30 jours
v

Appréciation de qualité du produit final

Figure 24. Processus de production du nuoc mam
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Pour chague essai, 3 kg d anchois sont mélangeés avec 0,8 kg de sel (mélange manuel). Ce
mélange est ensuite introduit dans la jarre puis recouvert d’ une couche de sel (0,2 kg). Toutes les
jarres sont alors closes hermétiquement et le processus de maturation commence.

Aprés 3 jours de contact, le robinet est ouvert pour qu’ une solution saline presgue saturée
appelée ‘nuoc-boi’ puisse s écouler. Ce soutirage entraine inévitablement un affaissement du
mélange sel/poisson qui reste dans la jarre. Un pressage est aors effectué : une piéce plastique
polyéthylene est mise au contact du mélange, cette piece est alors recouverte de claies en bambou
elles méme recouvertes de pierres. Sous ce poids, une nouvelle fraction de solution saline est
alors récoltée tandis que le mélange sel/poisson devient progressivement une masse compacte et
résistante. Lorsque la solution saline ne coule plus, le robinet est fermé et la solution est reversée
dans la jarre par le dessus de maniére a recouvrir complétement le mélange. Le poisson est alors
laissé en macération sous cette couche protectrice de solution saline. Au bout de 30 jours, le
robinet est ouvert afin de récupérer la sauce en maturation. Des aliquotes sont alors prélevés afin
de procéder aux analyses biochimiques (teneurs en azote total, en azote aminé et en azote
ammoniacal).

L’incorporation des poudres protéiques tests (hydrolysats lyophilisés) intervient le
lendemain, araison de 5% par rapport ala solution (poids/volume), apres dissolution des poudres
dans la sauce de poisson, celle-ci est réintroduite danslesjarres.

Quatre lots sont ainsi préparés :

= Lot témoin danslequel aucun hydrolysat n’ a été incorporé.

= Lot NS2: incorporation de la poudre protéique soluble obtenue aprés 2 heures
d hydrolyse (S2).

= Lot NS3: incorporation de la poudre protéique soluble obtenue aprés 3 heures
d hydrolyse (S3).

= Lot NS6: incorporation de la poudre protéique soluble obtenue aprés 6 heures
d hydrolyse (S6).

Selon le méme protocole de prélevement que ci-dessus, des aliquotes sont prélevées aux
60°™, 90°™ 120" 150°™ 180°™ jours de maturation. A I'issu de 6 mois les jarres sont
entierement vidées et les sauces récupérées pour permettre leur évaluation selon des critéres

chimiques et sensoriels.
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2.5.3. Analyses physico-chimiques de la sauce de poisson

Les analyses chimigques de la sauce de poisson sont effectuées sur une dilution au 1/25
avec de |’ eau distill ée.

2.5.3.1. Dosage de I’ azote total

L’ azote total est dosé par la méthode de Kjeldahl : 10 ml de nuoc-mam dilué au 1/25 sont
introduits dans un tube a minéralisation. Aprés minéralisation et distillation (voir chapitre
précédent), letitrage est effectué directement al’ aide d’ acide chlorhydrique 0,1N.

Laquantité d azote total en grammes par litre de nuoc-mam est donnée par laformule:

0,0014 x N x Fx 1000
N total = Y

0,0014 représente la quantité d’ azote (en gramme) équivaent a1ml HCl 0,1N
N : Nombre de ml HCI O,1N utilisés pour letitrage (ml)
F : Coefficient de dilution (F=25)

V : Volume de la solution diluée utilisée pour I'analyse (V = 10 ml)

2.5.3.2. Dosage de |’ azote formol

L’ azote formol est déterminé par la méthode de Sorensen, modifié par Effront (Aldrin et
al., 1969).

Principe :

Le formol réagit sur les acides aminés en blogquant leur fonction amine (-NH,) et permet ainsi
la titration de leur fonction acide (-COOH) avec la soude en présence de phénolphtaléine. La
teneur en azote formol est calculée sur la base de la consommation de soude.

R-FH-COOH + HCHO - R-?H-COOH + HO

NH, N=CH,
ANH,CI + 6HCHO — (CH2)eHs + 4HCI + 6H,0
R-Cl:H-COOH + NaOH — R-FH-COONa + H,0
N=CH, N=CH;
HCl + NaOH — NaCl + H,O
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Mode opératoire:
Dans une fiole jaugée de 100ml, sont versés successivement:

+ 50 ml de nuoc-mam dilué au 1/25.

+ 1ml de phénophtaléine & 1% dans |’ alcool &50°.

+ 2g de chlorure de baryum (BaCl,)

+ Une quantité de solution saturée de baryte (Ba(OH),) dans I’alcool méthylique jusqu’a
I’ obtention d’ une solution rosé. Ensuite, 5 ml d’ hydroxyde de baryum sont ajoutés pour précipiter
les sels de phosphate et de carbonate. La fiole est complétée avec de I'eau digtillée, agitée
vigoureusement, puis laissée au repos 15 minutes. Le contenu de la fiole est ensuite filtré sur
filtre papier.

25 ml de filtrat sont versés dans un bécher et |” acide chlorhydrique 0,1N est gjouté jusqu’a
pH=7, mesuré au pH métre, puis 10ml de formol neutralisé sont gjoutés. Le bécher est agité et le
tirage est effectué al’ aide de NaOH 0,1N jusqu’ a pH=9.

La teneur en azote formol est donnée, en grammes par litre de nuoc-mam, par la

formule:

N _0,0014x N x Fx 100 x 1000
formol V x 25

0,0014 représente la quantité d’ azote (en gramme) équivalent a 1ml NaOH 0,1N
N : Nombre de ml NaOH 0,1N utilisés dans le titrage.

F : Coefficient de dilution (V= 25)

V : Volume de la solution diluée utilisée pour I’ analyse (V=50 ml)

2.5.3.3. Dosage de I’ azote ammoniacal

Principe:

L’ ammoniac, déplacé par magnésie, est entrainé par un courant de vapeur d'eau. Le
distillat est recueilli dans une solution d'acide borique. Aprés cela, le titrage est effectué
directement al’ aide de I’ acide chlorhydrique 0,1N.

2NH,Cl + Mg(OH)» =2NH; + MgCl, + 2H,0
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Mode opératoire:

50 ml de nuoc-mam dilués au 1/25 sont introduits dans un ballon a distiller avec 100 ml
d eau. 3-4 gouttes de la solution de phénolphtaléne a 1% sont gjoutées, puis 3 g de magnésie. La
distillation est effectuée et le distillat est recueilli dans I’ acide borique a 4% comme pour |’ azote
total. Ensuite, le titrage est effectué directement avec I’ acide chlorhydrique O,1N.

La quantité d’ azote ammoniacal en grammes par litre de nuoc-mam est donnée par la
formule :

_0,0014x N x Fx1000
NNH3 = v

0,0014 représente la quantité d’ azote (en gramme) équivaent a1ml HCl 0,1N

N: Nombre de ml HCI 0,1N utilisés dans le titrage (ml).
F : Coefficient de dilution (F=25)

V : Volume de la solution diluée utilisée pour |’ analyse (V=50 ml)

2.5.3.4. Dosage de |’ azote aminé

Lateneur en azote aminé en grammes par litre est donnée par laformule (Dissaraphong et
al., 2006):
Teneur en azote aminé = Teneur en azote formol- Teneur en azote ammoniacal

2.5.3.5. Dosage du chlorure de sodium

Les chlorures sont titrés par la méthode de Mohr (Indoh et al., 2006).
Principe :

Les chlorures sont précipités par une solution de nitrate d'argent (AgNOs) dans une
solution neutre en présence de chromate de potassium comme indicateur coloré. Aprés réaction, il
ne reste plus d'ion Cl” en solution. Les ions Ag"™ versés en exces réagissent avec les ions CrO,?
pour produire le précipité rouge Ag.CrO,. L’ apparition de la couleur rouge brique margue la fin
du dosage desions Cl” par lesions Ag”.

AgNO; + NaCl = AgCl +NaNO;
2AgNO; + K,CrO4 = A@CrO; +2KNO3
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Mode opératoire:

Dans une fiole conique de 250 ml, on introduit 5ml de nuoc-mam dilué aux 1/25, et 5
gouttes de phénolphtaléne. Si la solution est incolore (pH<7), on utilise NaHCO3; 0,1IN pour
neutraliser. Si la solution est rose (pH>7), on utilise CH3COOH 0,01N pour neutraliser. Ensuite,
5 gouttes de solution de K,CrO, 10% sont gjoutées. Le titrage est réalisé avec la solution de
AgNO; 0,1N jusqu’ al’ apparition de la couleur rouge brique stable.

Lateneur en chlorure de sodium en grammes par litre est donnée par :

0,00585x A x Fx 1000
\%

0,00585 représente la quantité (en gramme) de NaCl equivalent a1 ml de AgNO; 0,1N

A: Nombre de ml de AgNOs3 0,1N utilisés dans le titrage (ml)
F: coefficient de dilution
V: volume d’ échantillon dilué utilisé pour le titrage (V= 5ml).

2.5.3.6. Déermination du pH

Le pH de la sauce de poisson a été déterminé par la mesure directe sur les échantillons de

sauce de poisson avec le pH metre.

2.5.3.7. Déermination de |’ histamine

L’ histamine dans la sauce de poisson a été déterminé par chromatographie liquide a haute

performante (HPL C) comme décrit par Brillantes et al. (2002).

2.5.4. Analyse sensorielle de la sauce de poisson
2.5.4.1. Echantillons

Pour |’ analyse sensorielle en complément des 4 lots de sauce de poisson élaborés lors de
cette étude, 5 sauces commerciales de poisson en provenance du Vietnam et de la Thailande et

achetées dans un supermarché d’ Ho Chi Minh ville sont également évaluées (Tableau 16).
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Tableau 16. Sauces de poisson évaluées sensoriellement

N° | Sauces de poisson Emballage Origine
1 | Témoin Bouteille en plastique, 300ml Vietnam
2 NS2 Bouteille en plastique, 300ml Vietnam
3 NS3 Bouteille en plastique, 300ml Vietnam
4 NS6 Bouteille en plastique, 300ml Vietnam
5 Nuoc mam ‘Phan Thiet’ Bouteille en verre, 500ml Vietnam
6 Nuoc mam *‘ Phu Quoc’ Bouteille en verre, 500ml Vietnam
7 | Nam pla‘poisson’ Bouteille en verre, 300ml Thailande
8 | Nam pla‘crevettes Bouteille en verre, 300ml Thailande
9 | Nampla‘camar Bouteille en verre, 300ml Thailande

NS2, NS3 et NS6 : Sauces de poisson contenant des hydrolysats des tétes de thon préparés aprés 2h, 3h et 6h
d’ hydrolyse, respectivement.

2.5.4.2. Préparation des échantillons

L' analyse sensorielle des sauces de poisson a été effectuée dans le laboratoire d’ analyse
sensorielle de I’ Ingtitut Polytechnique de Ho Chi Minh ville.

Tous les échantillons sont conservés et analysés & une température de 22-25°C. Une
quantité d échantillon de 20 ml est versée dans un verre transparent pour évaluer |’ aspect
(transparence et couleur) et I’ odeur de la sauce de poisson. Afin d’ évaluer la saveur, une quantité
d’ échantillon de 5 ml est versée dans un petit verre. Une baguette en verre est utilisée pour godter

la sauce de poisson. Chaque échantillon est codé par 3 chiffres al éatoires.

2.5.4.3. Méthode d’ étude

Une analyse sensorielle descriptive est effectuée pour déterminer les propriétés
sensorielles des sauces de poisson. L’objectif de cette analyse est la description puis la
comparaison des propriétés sensorielles des 9 sauces de poisson. L'analyse sensorielle descriptive

est effectuée selon les étapes suivantes:

101



» Lechoix des descripteurs et I’ entrainement du jury: Douze personnes (juges) ont participé
al’ étape de sélection des descripteurs permettant de décrire la couleur, I'odeur et la saveur
des produits étudiés. Ainsi, pour chague sauce de poisson, les juges devaient évaluer et
décrire I’ apparence, I’odeur et la saveur. A I'issue d' une discussion générale une liste
commune des termes permettant de caractériser au mieux les produits a été établie. Les
juges ont ensuite été entrainés sur la base des termes retenus. Lors de cette phase
d entrainement, il leur a é&é demandé de hiérarchiser les échantillons de sauce selon une
intensité croissante et ce pour tous les descripteurs retenus, puis de noter ces descripteurs
sur une échelle de 0 a 100. Les performances des 12 juges ont ensuite été évaluées et 10
d entre eux ont été sélectionnés pour |’ évaluation finale des produits (sur la base de la
différence de note inférieure ou égale a 10 entre la valeur moyenne et valeur donnée par

chague juge).

= |’évaluation des produits: 10 juges ont évalué 9 produits. Les conditions d’ évaluation
sont celles décrites précédemment. L’intensité de chague descripteur est notée sur une
échelle de 0 a 100. L’ évaluation des produits a été réalisee 2 fois (2 séances de 3h). Aprés
chague dégustation, les juges se rincaient la bouche avec de I'eau et mangeaient des

concombres.

2.6. Analyses statistiques

Pour chaque donnée il est procédé a une analyse de variance (ANOVA). Le test de
Duncan est aussi utilisé pour déterminer si des différences significatives ont existé entre les
traitements (Tang, 2008). Un seuil de signification de 95% (P<0,05) est retenu. Ces analyses
statistiques sont effectuées a I'aide du programme SPSS (Statistical Package for the Social

Sciences).
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3. RESULTATSET DISCUSSION

3.1. Hydrolyse destétesdethon

A chague fois que cela est possible, les résultats obtenus lors des hydrolyses des tétes de
thon avec Protamex (0,1%) conduites pendant 12h (chapitre précédent) sont également rappelés

et comparés.
3.1.1. Degré d hydrolyse (DH)

Les tétes de thon ont été hydrolysées avec Protamex a raison de 0,5% pendant 8h.

L’ évolution du degré d’ hydrolyse obtenue est indiquée sur la Figure 25.
35 0,1% —a—0,5%

30 -
25 -
20 -
15 -

10

Degré d'hydrolyse (%)

0 T T T T T T T 1
0 1 2 3 4 5 6 7 8
Temps d'hydrolyse (h)

Figure 25. Evolution du degré d’hydrolyse au cours de |'hydrolyse des tétes de
thon avec Protamex (0,5%) pendant 8 h a 45°C, sans contr6le de pH

Comme lors de I hydrolyse précédente (avec 0,1% de Protamex, voir chapitre précédent),
le DH augmente au cours du temps avec 3 phases distinctes : une augmentation rapide lors des 3
premiéres heures, un ralentissement graduel (de 3 a 6 heures) puis une phase de plateau pendant
laquelle le DH n’évolue plus ou guere (de 6 a 8 heures). La valeur maximale de DH atteinteici a
été de 30% (au bout de 6 heures)

En revanche, I’ effet du ratio enzyme/substrat est trés notable sur le DH notamment lors de
la premiére phase, comme illustré sur la figure 25. Ainsi, pour un temps donné, il y a beaucoup
plus de liaisons peptidiques coupées quand il y a plus d’enzyme (Benjakul et Morrissey, 1997,
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Guérard et al., 2002) :
= gpres 1 heure de protéolyse, 9% de DH avec 0,1%, 15% avec 0,5% d’ enzyme
= apres 3 heures de protéolyse, 15% de DH avec 0,1%, 24% avec 0,5% d’ enzyme

Cependant, cette phase initiale pendant laquelle le DH augmente rapidement est d’ une
durée plus courte lorsgue I’enzyme est en forte concentration (infléchissement au bout de 3
heures). L’ écart entre les degrés d’ hydrolyse obtenus avec les 2 concentrations d’ enzyme tend
donc a se réduire dés lors que |” hydrolyse se prolonge. Ainsi, au bout de 8 heures de protéolyse,
cet écart n’est plus que de I’ ordre de 1% (d’ apres les résultats du chapitre précédent, un DH de
30% est atteint au bout de 9h avec 0,1% d’ enzyme).

L augmentation du ratio enzyme/substrat permet donc d accélérer la cinétique de
protéolyse mais ne conduit pas, dans cette étude, a I’ obtention d’un degré d’ hydrolyse maximal
supérieur. En multipliant par 5 la quantité d’ enzyme dans le réacteur, le gain de temps a été de
I’ ordre de 3h : pour un DH d environ 30% il faut 6h avec 0,5% d’ enzyme et 9h avec 0,1%. Seule
une étude technico-économique au cas par cas permettrait de trancher en faveur de I'une ou
I” autre des solutions a savoir : augmenter le temps de procédé ou augmenter la quantité d’ enzyme
pour obtenir le méme résultat. C'est ce type de réflexions qui sont conduites lorsque de tels
procédés sont transférés a plus grande échelle.

3.1.2. Récupération de I’ azote dans la fraction soluble

Larécupération de I'azote des tétes de thon dans la fraction soluble apres hydrolyse avec
0,5% Protamex est représentée sur la Figure 26.

Comme pour le DH, le taux de récupération de I’ azote augmente au cours du temps avec
une cinétique en 3 phases : - une augmentation rapide (pendant 1 a 2 heures), - un ralentissement
graduel (jusqu'a 5 heures), - une phase plateau (de 5 & 8 heures). Ainsi au bout de 2 heures de
réaction pres de 70% de I’ azote total peut étre récupéré dans le surnageant, cette valeur atteint

85% apreés 5 heures.
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Figure 26. Récupération de |'azote au cours de I'hydrolyse des tétes de thon avec
Protamex (0,5%) pendant 8 h a 45°C, sans contr 6le de pH

L augmentation du ratio enzyme/substrat conduit |a aussi a une accélération de la
cinétique mais contrairement a ce qui a été observé pour le DH, il semble que lavaleur maximale
« ateignable » soit ici augmentée. Ainsi, si au bout de 12 heures de protéolyse par 0,1% de
Protamex, pres de 74% de |’ azote se retrouvait dans le surnageant, de I’ ordre de 85% de I’ azote
sont récupérés des 5 heures d hydrolyse avec 5 fois plus d’ enzyme. Des résultats semblables ont
été observés lors d études sur |"hydrolyse des viscéres de morue, des estomacs de thon et des
arétes de saumon (Benjakul et Morrissey, 1997; Guérard et al., 2002; Liaset et al., 2002; Aspmo
et al., 2005).

Il apparait donc clairement que dans de telles conditions, |’augmentation du ratio
enzyme/substrat a permis d’ accroitre la quantité d azote soluble et d' accélérer la coupure des
liaisons peptidiques sans pour autant permettre |’ obtention d' un degré d’'hydrolyse supérieur
quand la protéolyse se poursuit.

3.1.3. Poids moléculaire des peptides dans les hydrolysats des tétes de thon

Comme pour les hydrolyses précédentes (chapitre 2), la distribution moléculaire des
peptides solubles a été établie (Figure 27).
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Figure 27. Distribution des poids moléculair e des peptides dans les hydrolysats de
tétesdethon (%)

Dans une premiere approche il apparait que la distribution des peptides résultant des 3
hydrolyses est similaire quelque soit le temps d” hydrolyse. Ainsi, les 3 surnageants sont ils a plus
de 60% composeés de peptides dont lataille est inférieure a 2000Da (et a plus de 70% inférieurs a
3000Da). La part d' acides aminés libres et de dipeptides représente méme de I’ ordre de 17% dans
ces fractions. Néanmoins, quelques différences peuvent étre observées. Ainsi, le taux de peptides
supérieurs a 7000Da diminue-t-il avec I’avancement de la protéolyse (15% au bout de 2h, 11%
apres 6h) traduisant ainsi 1a coupure de liaisons peptidiques. A I'inverse, une augmentation des
acides aminés libres et des dipeptides survient (17% a 2h, 19% a 6h). Cependant, ces écarts de
composition entre les 3 lots sont minimes et ces fractions peuvent donc étre considérées comme

possedant la méme distribution moléculaire de peptides.

3.2. Nutrition animale : alimentation des crevettes

Lamajeure partie des travaux portant sur les effets nutritionnels d’ un apport d’ hydrolysats
de protéines de poisson dans I’ alimentation aquacole concerne le poisson : le saumon Atlantique
(Salmo salar - Lall, 1991 ; Parrish et al., 1991 ; Heras et al., 1994 ; Berge and Storebakken,
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1996 ; Refstie et al., 2004), la truite arc en ciel (Oncorhynchus mykiss - Aksnes et al., 2006), le
poisson rouge (Carassius auratus - Szlaminska et al., 1991), sur le tilapia (Oreochromis niloticus
- Lapie et Bigueras-Betinez, 1992; Fagbenro et al., 1994), les larves de bar (Dicentrarchus labrax
- Carvalho et al., 1995), la carpe (Cyprinus carpio - Carvaho et al., 1997), le bar du Japon
(Lateolabrax japonicus - Liang et al., 2006), la perche barramundi (Lates calcarifer - Tantikitti et
al., 2007), et le tambour a gros yeux (Larimichthys crocea, Tang et al., 2008) par exemple.
Quelgues unes de ces d' études relativement compléetes rapportant des bénéfices zootechniques
sont plus détaillées dans |e tableau 17.

En ce qui concerne les bénéfices nutritionnels de tels apports en hydrolysats protéiques
pour |'élevage de crevettes, les travaux sont beaucoup moins nombreux et rarement auss
complets que ceux sur le poisson (Chen et al., 1985; Cruze-Ricque et al., 1987; Cérdova-Murueta
et Garcia-Carrefio, 2002).

Que ce soit sur le poisson ou sur la crevette, s les résultats d’ une supplémentation de
I"aliment en protéines prédigérées (hydrolysat) sont quelquefois contradictoires, il semble
cependant gque, dans certaines conditions spécifiques et propres a chaque animal, des bénéfices
notables en termes de croissance soient observés principalement dus a une augmentation de la
digestibilité et donc de I’ adsorption intestinale de ces peptides. Par ailleurs, une amélioration de
I” appétence de I’ aliment (Hardy, 1991 ; Smith et al., 2005; Nunes et al., 2006; Grey et al., 2009)
et un renforcement du systéme immunitaire de I’animal (Kotzamanis et al., 2007 ; Tang et al.,
2008) sont également parfois observés.

Il semble donc intéressant de voir comment une substitution partielle de la farine de
poisson par des hydrolysats de téte de thon, dans des aliments, peut moduler les performances

zootechniques d’'un I’ é evage de crevettes.
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Tableau 17. Effets zootechniques d’ une supplémentation del’ aliment aquacole en hydrolysat protéique

Gain de Gain de
Taux d’incor poration poids poids
Animal Lots Matiére premiere Enzymes DH (%) (%) Taux desurvie(%)  absolu (g) relatif Références
Tambour Témoin 0 ND 83,55 51,60% Tang et al., 2008
FPH muscle de colin Alcalase 45,50% 5 ND 91,05 55,84%
FPH muscle de colin Alcalase 45,50% 10 ND 101,9 62,41%
FPH muscle de colin Alcalase 45,50% 15 ND 93,24 58,06%
Larvedebar Témoin - 39% 6mg Cahu et al., 1999
FPHc NP NP ND 25 A7% 6mg
Larvedebar FPHc NP NP ND 0 449 21,6mg Cahu et al., 2004
FPHc NP NP ND 14 40,7 19,7 mg
FPHc NP NP ND 46 29,2 5,6mg
Amidon 17,7 (amidon) 38,8 9,5mg
Larvedebar FPHc NP NP 61,40% 10 43% Kotzamanis et al., 2007
FPHc NP NP 61,40% 19 38%
Silage Sardine 46,50% 10 33%
Silage Sardine 46,50% 19 36%
Larvedebar Témoin - 32% Zambonino et al., 1997
FPH NP Protéase serine ND 20 40%
Larvedefléan Témoin 0 57% Kvéle et al., 2002
FPH Muscle de morue et calmar (9:1) Pepsine ND 10 67%
Larvedeflétan FPH Muscle de morue Pepsine ND 0 56,60% 1,217 Kvéleet al., 2008
FPH Muscle de morue Pepsine ND 12 ND 1,230
FPH Muscle de morue Pepsine ND 24 ND 0,437
FPH Muscle de morue Pepsine ND 36 24,40% 0,741
Larve de morue FPH Fillet de colin et de calmar (9:1) Pepsine ND 0 7% 0,303 Kvéle etal., 2008
FPH Fillet de colin et de calmar (9:1) Pepsine ND 8 ND 0,292
FPH Fillet de colin et de camar (9:1) Pepsine ND 16 ND 0,282
FPH Fillet de colin et de camar (9:1) Pepsine ND 24 ND 0,377
FPH Fillet de colin et de calmar (9:1) Pepsine ND 32 18% 0,301
Saumon Témoin 0 ND 323 Refstie et al., 2004
FPHc co-produits de colin Protamex ND 5 ND 350
FPHc co-produits de colin Protamex ND 10 ND 362
FPHc co-produits de colin Protamex ND 15 ND 377
Sole Témoin 0 425 Day et al., 1997
FPH NP NP ND 26,6 60,5
FPH NP NP ND 53,3 69,0
FPH NP NP ND 80,0 75,5
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3.2.1. Composition des matieres premieéres utilisées pour la fabrication des aliments

Afin de pouvoir comparer les effets nutritionnels des aliments et notamment des
hydrolysats, il convient au préaable d éablir la composition biochimique proximale des
différentes matiéres premiéres utilisées (Tableau 18). Ces données permettent ensuite de formuler

des aliments isoprotéiques qui seront alors évalués.

Tableau 18. Caractéristiques chimiques des matier es premiéres utilisées pour la
fabrication d’aliments pour les crevettes

Composition chimique
Matiéres premiéres Matiére (en % dela matiére seche)
seche (%) Protéines Lipides Cendres

Farine de tétes de thon (FT) 90,2+0,3 634 +08 | 123+ 04 | 213+ 0,1
Hydrolysat de protéines S2 91,8+ 04 87,1 + 0,8 14 + 0,3 86 + 0,3
Hydrolysat de protéines S3 915+04 87,7 + 0,7 1,3 + 0,2 82 + 04
Hydrolysat de protéines S6 91,7+0,3 88,2 + 0,9 14 + 0,3 83+ 04
Hydrolysat de protéines C2 90,6 +0,3 591+04 | 28406 | 7101
Hydrolysat de protéines C3 91,3+0,2 570+ 06 | 299+ 05| 72+ 0.2
Hydrolysat de protéines C6 90,2+ 0,5 525+08 | 33703 | 7401
Hydrolysat de protéines M2 90,9+0,3 444 + 0,7 448+ 0,5 75 £ 0,2
Hydrolysat de protéines M3 90,4+ 0,5 457 £ 04 | 445* 0,6 74 + 02
Hydrolysat de protéines M6 90,9+0,2 479 £ 09 | 435+ 04 7,0+ 03
Farine de soja 90,9+0,2 435 + 04 34+0,2 74 = 04
Son deriz 89,9+0,3 12,6 £ 0,7 98+03 | 11,9+ 05
Farine de blé 89,6 + 0,2 144 + 0,5 1,8+0,3 10 £ 01

S2, S3, S6: Poudres protéiques solubles obtenues a partir des surnageants d’ hydrolyse des tétes de thon pendant
2h, 3h et 6h respectivement.

C2, C3, C6: Poudres protéiques insolubles obtenues a partir des culots d’ hydrolyse des tétes de thon pendant 2h,
3h et 6h.

M2, M3, M6: Méanges de poudres protéiques obtenues a partir des hydrolyses (pas de séparation entre les culots

et les surnageants) des tétes de thon pendant 2h, 3h et 6h.
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Ce sont les poudres protéiques solubles qui apparaissent les plus riches en protéines (87,1
a 88,2%), vient ensuite la farine de téte de thon (63,4%) puis les poudres protéiques insolubles
(52,5 a 59,1%) et enfin les mélanges de poudres protéiques (inférieurs a 50%). En ce qui
concerne les teneurs en lipides, la hiérarchisation est inversée puisque ce sont les mélanges
protéiques qui en contiennent le plus (plus de 40%), viennent ensuite les culots d’ hydrolyse (de
I’ ordre de 30%), puis lafarine de thon (12%) et enfin les poudres protéiques solubles (Iégerement
plus que 1%). Enfin pour le taux de cendres, il apparait clairement que lafarine de téte est la plus
riche (plus de 21%) tandis que les poudres obtenues apres hydrolyse en contiennent pres de 3 fois
moins (entre 7 et 8,6%).

Ces résultats sont logiques et ont été détaillés notamment lors de la discussion sur la
distribution de la matiére entre les différents fractions, culot et surnageant (voir chapitre
précédent). Ainsi, les lipides ne « passant pas en solution » il est logique d’en retrouver plus
dans les poudres insolubles.

3.2.2. Ingrédients et composition chimique des aliments pour les crevettes

En tenant compte de la composition biochimique des matiéres premiéres, 10 aliments
isoprotéiques ont donc été formulés (Tableau 19) avec :
= AT aiment témoin contenant |a farine de téte de thon comme une source protéique
principale
= AS2, AS3, AS6 formulés avec les poudres protéiques solubles S2, S3, S6
= AC2, AC3, AC6 formulés avec les poudres protéiques insolubles C2, C3, C6
= AM2, AM3 et AM6 formulés avec les mélanges de poudres M2, M3 et M6.
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Tableau 19. Ingrédients des aliments expérimentaux pour les crevettes
(% delamatiere seche)

Aliments expérimentaux pour les crevettes

' ngr édients AT AS2 [AS3 [AS6 | AC2 | AC3 | AC6 AM2 | AM3 | AMG6
Farine de tétes 46 | 223 | 223 | 223 | 223 | 22,3 22,3 223 | 223 | 22,3
dethon

Farine de soja 15 15 15 15 15 15 15 15 15 15
Sonderiz 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10
Farine de blé 274 | 323 | 324 | 325 | 253 | 24,1 21,0 128 | 148 | 17,1
Mélange minéraux et 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3
vitaminique

Huile de calmar 0 2 2 2 0 0 0 0 0 0
Hydrolysat S2 0 154 0 0 0 0 0 0 0 0
Hydrolysat S3 0 0 15,3 0 0 0 0 0 0 0
Hydrolysat S6 0 0 0 15,2 0 0 0 0 0 0
Hydrolysat C2 0 0 0 0 24,4 0 0 0 0 0
Hydrolysat C3 0 0 0 0 0 25,6 0 0 0 0
Hydrolysat C6 0 0 0 0 0 0 28,7 0 0 0
Hydrolysat M2 0 0 0 0 0 0 0 36,9 0 0
Hydrolysat M3 0 0 0 0 0 0 0 0 34,9 0
Hydrolysat M6 0 0 0 0 0 0 0 0 0 32,6

La composition chimique de ces aliments expérimentaux ainsi que celle de I'aliment
commercia (AK) aensuite été établie (Tableau 20).
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Tableau 20. Composition chimique des aliments expérimentaux pour les crevettes

Aliments expérimentaux pour les crevettes

AT | AS2 | AS3 | AS6 | AC2| AC3 | AC6 | AM2 | AM3 | AM6 | AK

Matiére seche (%) 90,6 | 90,5| 90,7 | 91,2 | 90,8 | 91,1 | 90,4 | 90,8 | 91,1 | 91,4 | 90,1

Protéines | 40,0 | 40,1 | 40,2 | 40,0 | 40,1 | 39,8 | 40,2 | 39,8 | 40,0 | 40,2 | 40,0
brutes

Composition | Lipides 75 70| 71| 71|115|123|142| 21,1 | 200 | 188 | 6,8
chimique

(en % dela | Cendres | 13,8 | 10,2 | 10,1 | 10,2 | 104 | 106 | 10,8 | 10,7 | 104 | 10,1 | 14,2
matiere

seche) Fibres 22| 23| 23| 23| 22| 22| 21 2,0 2,0 2,1 2,3
brutes

Extrait
non 365|404 | 403|404 | 358 | 351|327 | 264 | 27,6 | 28,8 | 36,7
azoté

(glucide)

Comme attendu, la teneur en protéines de ces 11 aliments avoisine les 40%. En revanche,
de fortes différences existent en ce qui concerne les teneurs en lipides et en cendres. Ainsi, si les
teneurs en lipides de I’ aiment témoin, des aliments AS2, AS3, AS6 et de I'aiment commercial
sont de I’ ordre de 7%, €elles sont plus élevées dans les aliments AC2, AC3 et AC6 (11,5-14,2%)
et encore plus fortes pour les aiments AM2, AM3 et AM6 (18,8-21,1%). En ce qui concerne la
teneur en cendres, de plus faibles variations sont observées avec, pour I'aiment témoin et
I’aiment commercial, un taux de cendres quasi identique (13,8 et 14,2%) mais légerement
inférieur pour les autres aliments (environ 10%). La teneur en fibres brutes est relativement
standardisée (2-2,3%) ce qui n'est pas le cas pour la teneur en extrait non azoté (26,4-40,4%).
Malgre ces différences notables, la conservation de la teneur en protéines brutes dans les aliments
est conservée.

L’ étude de la composition d aliments commercialisés pour |’ élevage de crevettes révele

gue tous contiennent une teneur en eau inférieure a 11%, un taux de protéines variant de 36 a
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43%, une teneur en lipides de 6 a 8%, une teneur en cendres inférieure a 16%, moins de 3% de
fibres brutes (Le et Huynh, 2007). A |’exception notable de la teneur en lipides (qui est ici
supérieure), tous les aliments formulés pour cette étude (Tableau 20) sont conformes a cette
composition type et autorisent donc des essais en nutrition.

3.2.3. Composition en acides aminés des aliments pour les crevettes

Afin de compléter les analyses biochimiques et donc la caractérisation de ces aliments, un
profil en acides aminés a été réalisé pour les 11 aliments.

La teneur en acides aminés totaux des 11 aliments est relativement bien conservée et est
comprise entre 30 et 33g pour 100g. Pour tous ces aliments, la part d’acides aminés essentiels
pour la crevette (voir Tableau 21) est relativement constante (16,5 a 17,8%) et élevée puisqu’elle
représente plus de la moitié des acides aminés totaux (54-55%). Pour tous, la glycine et I’ aanine
sont des acides aminés magjoritaires tandis que I"hydroxyproline et la méthionine sont eux

minoritaires.

Cependant, certaines différences de composition apparaissent au regard de cette analyse.
Le fait le plus notable concerne I’aiment commercial qui apparait trés pauvre en proline
(0,249/100g, soit pres de 7 fois moins que les autres aliments) mais relativement riche en acide
aspartique (1,5¢9/100g soit presgue le double) par rapport aux 10 autres aliments formulés. La
teneur en lysine est 1égérement supérieure dans les 3 aliments contenant les poudres protéiques
insolubles (AC) tandis que les aliments incorporant les surnageants (AS) apparaissent plus riches
en hydroxyproline.

Un effet «temps d hydrolyse» semble également exister puisque, pour une méme
catégorie d' aliments, des différences sont observées. Ainsi, pour les aiments de type AC, le taux
de sérine a-t-il tendance a augmenter avec la durée de I’ hydrolyse (1,18 > 1,81). C’est également
le cas, mais dans une moindre mesure, pour la méthionine et la lysine. Pour les aliments de type
AM, ce sont les teneurs en hydroxyproline et en isoleucine qui augmentent au cours de

I” hydrolyse tandis que le taux de phénylalanine ne cesse de décroitre.
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Tableau 21. Composition en acides aminés des aliments pour les crevettes

Acides aminés
(9/100g dela

Aliments expérimentaux pour les crevettes

matiére seche) AT | AS2 | AS3 | AS6 | AC2 | AC3 | AC6 | AM2 | AM3 | AM6 | AK
Arginine 1,77 | 208 | 203 [ 1,85 | 1,74 | 1,8 | 1,88 | 1,98 | 2,01 | 1,98 | 2,05
Histidine 091|109 (094|093 |08 |09 |08 |08 |09 (098 ]| 091
Isoleucine 1,60 | 1,70 | 1,60 | 1,56 | 165 | 1,59 | 1,28 | 1,33 | 1,66 | 1,79 | 1,66
Leucine 288 | 286 | 260 | 2,70 | 2,72 | 224 | 239 | 240 | 240 | 229 | 2,59
Lysine 237 | 212 | 216 | 235 | 297 | 3,02 | 324 | 215 | 1,94 | 1,91 | 1,98
Méthionine 0751074 |073| 08 | 066 | 080|084 ]| 05 |07 0,71 | 0,72
Phénylaanine 222 | 250 | 3,27 | 3,00 | 2,78 | 288 | 246 | 32 | 281 | 265 | 2,74
Thréonine 280 | 282 [ 278 | 279 | 251 | 244 | 222 | 253 | 2,61 | 3,11 | 3,09
Valine 145 | 1,68 | 1,74 | 1,74 | 1,42 | 147 | 162 | 1,48 | 1,45 | 1,63 | 1,59
Acides aminés 16,75 | 17,45 | 17,85 | 17,72 | 17,33 | 17,14 | 16,81 | 16,51 | 16,52 | 17,05 | 17,33
essentiels (AAE)

Alanine 336 | 380 | 388 | 3,74 | 39 | 391 | 363 | 356 | 346 | 3,85 | 3,44
Aspartique 082 081|075 | 092|087 (093|079 084 | 050 (048 | 1,47
Glutamique 238 | 199 | 157 | 154 | 156 | 1,58 | 1,55 | 1,85 | 1,61 | 1,82 | 1,31
Glycine 390 | 380 | 405 | 395 | 326 | 297 | 321 | 3,36 | 3,78 | 359 | 3,88
Hydroxyproline 057 09% ] 110 | 1,24 | 057 | 055 | 0,44 | 055 | 0,67 | 0,70 | 0,67
Proline 123 140 | 1,32 | 151 | 148 | 149 | 1,33 | 143 | 148 | 1,42 | 0,24
Serine 075108707 | 079|118 | 1,33 | 1,81 | 1,13 | 0,88 | 1,16 | 1,95
Tyrosine 121 | 1,22 | 151 | 1,47 | 1,21 | 1,27 | 1,33 | 1,29 | 1,28 | 1,24 | 1,22
Acidesaminés 14,22 | 14,84 | 14,94 | 15,06 | 14,09 | 14,03 | 14,09 | 14,01 | 13,66 | 14,26 | 14,18
essentiels

(AANE)

Acides aminés

totaux (AAT) 30,97 | 32,29 | 32,79 | 32,78 | 31,42 | 31,17 | 30,9 | 30,52 | 30,18 | 31,31 | 31,51
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Générdement, les 11 aiments étudiés présentent une teneur en acides aminés et
notamment en acides aminés essentiels relativement identique. Cependant, des variations

qualitatives sont observées qui peuvent expliquer d’' éventuels écarts d’ efficacité nutritionnelle.

Plusieurs études, parfois contradictoires, ont établi les besoins nutritionnels en acides
aminés de Penaeus vannamei (Tableau 22). Il semble que malgré ces quelques contradictions,
tous les aliments utilisés ici ne soient pas suffissmment riches en Arginine et peut étre en
Méthionine (déficient d aprés Akiyama et al., 1992 mais corrects d’ apres Fox et al., 2006). Les
aliments AC2, AC3, AM2 et AM3 sont pauvres en Valine, les aiments AC6 et AM2 semblent
insuffisamment riches en Isoleucine et enfin une carence en Lysine semble exister pour les
aiments AM3 et AMG.

Tableau 22. Besoins en acides aminés essentiels de Penaeus vanname

Teneur en acides aminés essentiels
0/100g de protéines 0/100 g d' aliment Références

Arginine 58 2,32 Akiyamaet al., 1992
Histidine 2,1 0,84 Akiyamaet al., 1992
Isoleucine 35 1,40 Akiyamaet al., 1992
Leucine 54 2,16 Akiyamaet al., 1992
Lysine 53 2,12 Akiyamaet al., 1992
Lysine 4,67 _ Fox et al., 1995

Méthionine 2,4 0,96 Akiyamaet al., 1992
Méthionine _ 0,40 Fox et al., 2006

Phénylalanine 4,0 1,60 Akiyamaet al., 1992
Thréonine 3,6 1,44 Akiyamaet al., 1992
Tryptophane 0,8 0,32 Akiyamaet al., 1992
Vadine 40 1,60 Akiyamaet al., 1992
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3.2.4. Taux desurvie

Les crevettes ont éé nourries avec ces 11 aliments pendant 6 semaines. Apres ces 6
semaines d' élevage, le taux de survie des crevettes a été déterminé (Figure 28).
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Figure 28. Taux de survie des crevettes aprés 6 semaines d’ élevage. La valeur du
taux de survie est la moyenne des trois valeurs. L es valeurs moyennes associées a
deslettres différentes sont significativement différentes (P < 0,05)

Il est connu que la survie et |a croissance des crevettes sont étroitement liées a la qualité
de I’aliment distribué et, en particulier, a la source protéique (Cruz-Suarez et al., 1992 ; Cahu et
Zambonino-Infante, 2001 ; Sudaryono et al., 1995 ; Sudaryono et al., 1996). Ici, quelque soit
I’ aliment distribué, le taux de survie des crevettes au bout des 6 semaines est relativement élevé
(plus de 82%) indiquant que les exigences nutritionnelles ont été satisfaites par ces aliments
(Ezquerra et al., 1998, Cordova-Murueta et Garcia-Carrefio, 2002).

Les meilleurs taux de survie sont obtenus avec les aliments de type AS (ceux contenant
les surnageants de I’ hydrolyse) avec des taux supérieurs a 96,7%. A I'inverse, une plus forte
mortalité est observée lorsque les crevettes ont été nourries avec les aiments de type AM avec un
taux de survie d’uniquement 82,2% pour I’aliment AM2. Quant aux aliments de type AC, ils

donnent des résultats intermédiaires avec pres de 90% de taux de survie.

Une analyse de la composition proximale de ces catégories d’ aliment révéle que le taux

de lipides peut en partie expliquer ces résultats. En effet, il semble que plus|’aliment soit riche en
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matiere grasse, moins bon soit le taux de survie résultant. Aingi, I’aliment AM2 est le plus gras
(21,1%) et N’ autorise que 82,2% de taux de survie. Unerelation inverse est ainsi observée entre le
taux de lipides des granulés et le taux de survie obtenu avec ceux-ci apres 6 semaines d' élevage.
Pour la crevette d' @ evage Penaeus monodon, il a été démontré que la teneur optimale en lipides
des aliments se situait entre 6 et 7,5% et qu’il ne fallait pas dépasser 10% sous peine d’ entrainer
une augmentation de la mortalité et des baisses de croissance (Akiyama et al., 1992). Par contre,
pour la crevette Penaeus chinensis, des taux de lipides supérieurs a 15% dans I’ aliment n’ ont pas
entrainé de ralentissement de croissance (Guillaume et al., 1999). Il semble donc que selon les
especes, les besoins nutritionnels des crevettes different mais il est certain qu’une teneur trop
élevée en lipides dans I'aliment peut conduire a une déséquilibration nutritionnelle et une
diminution de digestibilité de I’aliment (Aranyakananda et Lawrence., 1994). Cependant, un
aspect qualitatif est certainement a prendre en compte, comme par exemple le taux d acides gras
saturés, le taux d acides gras de la famille des oméga 3. Bald et al. (2004) ont en effet démontreé
que, chez les poissons, si la proportion en acides gras saturés est trop importante, il s ensuit des
perturbations métaboliques affectant fortement la croissance. A la lecture des résultats obtenus
ici, il semble bien que le taux de lipides dans |’ aliment soit influent mais que, seul, il ne permette
pas d’ expliquer les variations des paramétres de croissance (taux de survie notamment). Comme
indiqué par D’ Abramo (1997), la qualité des lipides mais aussi vraisemblablement la quantité et
la qualité de toutes les autres sources d énergie dans |I’aliment sont a considérer dans ce type
d étude.

L’intérét d' hydrolyser les tétes de thon plutdt que de les transformer directement en farine
est illustré en comparant les taux de survie des aliments expérimentaux par rapport a I’ aliment
témoin. Il ressort de cette analyse, gqu’'a |’ exception des aliments AM2 et AM3, tous les autres
conduisent & un taux de survie égal ou supérieur a celui obtenu avec I’ aliment témoin. Il semble
donc que la déstructuration de la matrice par coupure des liaisons peptidiques ait un effet positif
sur le taux de survie des crevettes. Ceci peut s expliquer par une taille moyenne plus réduite des
protéines (hydrolysées en peptides) qui présentent généralement une meilleure digestibilité (Cissé
et al., 1995 ; Ouellet et al., 1997). Cependant, ce raisonnement ne s applique principalement que
pour les aliments de type AS qui contiennent les protéines solubles hydrolysées (les aliments de
type AC contiennent, eux, les proténes insolubles). Un effet négatif de la cuisson peut également

étre mis en avant. En effet, lors de I’ @aboration de la farine de téte de thon (comme pour toutes
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les farines animales) une étape de cuisson est effectuée. Or, il est bien connu que la cuisson, non
seulement dénature les protéines, mais les rend également moins digestes (Oliva-Teles et al.,
1999, Refstie et al., 2004). Le fait que les hydrolyses aient été réalisées a des températures
beaucoup plus basses n’entrainant pas la coagulation des protéines peut également en partie
expliquer de tels résultats. Néanmoins, il ressort tres clairement de cette comparaison que les
aliments contenant les protéines hydrolysées solubles sont les plus intéressants en termes de

mortalité.

Le taux de survie des crevettes nourries avec les aliments comprenant des hydrolysats S2,
S3 et S6 est supérieur a celui des crevettes nourries avec I’aliment témoin. Ces résultats
corroborent ceux obtenus dans d autres études ou la survie de I’animal était améliorée quand un
hydrolysat de protéines était ajouté dans | aliment. Ainsi, I’incorporation de 10% d’ hydrolysat de
muscle de morue et de calmar dans |’ aliment a entrainé un taux de survie de 67% des larves de
flétan par comparaison aux 57% obtenus avec un lot témoin non supplémenté en hydrolysat
(Kvdle et al., 2002). Dans le méme ordre de grandeur, la substitution de 25% de la farine de
poisson par un hydrolysat de protéines de poisson a permis d’augmenter le taux de survie de
larves de bar (47% contre 39%, Cahu et al., 1999).

L’intérét de procéder a la séparation des fractions solubles et insolubles a I'issue de
I"hydrolyse est lui aussi clairement démontré. Tous les aliments incorporant les fractions
protéiques solubles entrainent une plus faible mortalité des crevettes a I'issu des 6 semaines
d expérimentation par rapport aux aliments contenant les protéines insolubles (AC) ou les
solubles et les insolubles (AM). C'est d'ailleurs pour cette derniere catégorie d' aiment que les
plus faibles taux de survie sont observés. Il semble donc que méme les proténes insolubles
résultantes d’une hydrolyse soient plus « efficaces» pour la crevette que les mélanges de
protéines solubles et insolubles (statistiquement seuls AC6 et AM6 sont identiques). La
séparation des phases par centrifugation semble donc une étape incontournable pour la

valorisation des hydrolysats de téte de thon en aquaculture de crevette.

En ce qui concerne la durée de I’ hydrolyse, il semble aussi que celle-ci soit influente sur
le taux de survie. Aingl, s statistiguement tous les aliments de type AS sont identiques, une
hydrolyse de 6 heures entrainera un plus faible taux de survie chez les crevettes nourries avec les

fractions insolubles (AC6 < AC2) mais le phénomene inverse sera observé avec les mélanges de
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protéines (AM6 > AM2). Ainsi, en fonction des fractions que I’ on cherche a valoriser en nutrition

des crevettes, il conviendra de moduler le temps de la protéolyse.

Si I'intérét de I'hydrolyse et du fractionnement des phases résultantes vient d’étre
démontré, par comparaison avec un aiment de type farine incorporant les mémes matiéres
premieres, il convient de procéder a la comparaison de ces aliments expérimentaux avec un
aliment commercial largement utilisé en aguaculture de crevettes. Statistiquement, 5 aliments
expérimentaux (6 avec AT) présentent des taux de survie au moins équivalent a celui obtenu avec
I"aliment commercial (AK) : AS2, AS3, AS6, AC2 et AC3. Il semble donc que dans de telles
conditions expérimentales, ces 5 aliments puissent se substituer a I’aliment commercial avec
méme une plus faible mortalité pour AS3 et ASG.

3.2.5. Gain de poids

Les poids des crevettes au début de I’ élevage et aprés 6 semaines d' él evage sont présentés
dans le Tableau 23. A la lecture de ce tableau, il ressort que les aliments ont une influence
significative sur le gain de poids. Comme pour le taux de survie, il est possible de catégoriser les
aiments. Ains les aiments de type AS sont ceux pour lesquels le gain de poids maximal est
observé (de +5,78 a +6,229). A I'inverse, les aiments de type AM sont ceux qui ont entrainé la
plus faible augmentation de masse corporelle (de +4,15 a +5,07g). Quant aux aliments de type
AC, ils donnent des gains de poids intermédiaires (de +5,29 a +5,71g). Cette catégorisation des
aliments est laméme que celle observée pour le taux de survie des crevettes.

Laencore, I'intérét d’ hydrolyser les tétes et de séparer les phases solubles et insolubles est
démontré puisque les aiments de type AS et de type AC permettent un gain de poids absolu
supérieur a celui obtenu avec I’aliment témoin AT. Si les tétes sont hydrolysées mais les phases
ne sont pas séparées par centrifugation (aliments AM), les résultats sont statistiquement moins
bons au seuil de 5%.
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Tableau 23. Poids des crevettes avant et apres élevage. La valeur du gain de poids absolu
est la moyenne des trois valeurs. Les valeurs moyennes accolées a des lettres différentes
sont significativement différentes (P < 0,05)

Aliments Poids moyen initial () Poids moyen final (g) | Gain de poidsabsolu (g)
AT 4,30 £ 0,09 946 + 0,09 5’16C + 0,08
AS2 431 + 0,11 10,09 + 0,13 5,78Ef + 0,07
AS3 427 + 0,05 10,27 + 0,14 6009 + 011
AS6 4,22 + 0,09 10,44 + 0,13 6229 + 0,08
AC2 4,36 + 0,08 10,07 £ 0,24 5,71e + 0,18
AC3 4,35 + 0,08 9,84 + 0,08 5,49OI + 0,12
ACB 435 = 0,07 9,64 + 0,12 5204 + 014
AM2 440 + 0,04 855 + 0,14 4’15a + 0,11
AM3 4,17 + 0,08 8,72 + 0,22 4,55b + 0,19
AMG6 428 + 0,04 93 + 0,17 5,070 + 0,15
AK 4,44 + 0,08 10,37 + 0,16 5,936f + 0,15

L’ effet « temps d’ hydrolyse » identifié lors de I’ étude du taux de survie est aussi notable.
Ainsi, plus I'hydrolyse est longue, meilleur sera le gain de poids absolu pour les crevettes
nourries avec la poudre protéique soluble (AS) ou avec le mélange de poudres (AM). Par contre
ce résultat serainverse avec les aliments contenant |es poudres protéiques insolubles (AC).

Par comparaison avec I’ aliment commercial, 4 aliments expérimentaux autorisent un gain
de poids absolu au moins équivalent : AS2, AS3, AS6 et AC2. L’aliment AS6 faisant méme

mieux que cet aliment commercial.

Le calcul du gain de poids relatif permet de préciser ces observations tout en

s affranchissant des variations de poids des crevettes en début d’ expérimentation (Figure 29).

Le « classement » des aliments par type est identique a ceux établis précédemment (taux
de survie et gain de poids absolu) a savoir : AS > AC > AM. Lateneur en lipides des granulés
peut en partie expliquer la catégorisation des aliments (voir la discussion sur le taux de survie)

mais d’ autres facteurs nutritionnels entrent également en jeu.
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Figure 29. Gain de poidsrelatif des crevettes. La valeur du gain de poidsrelatif est
la moyenne des trois valeurs. Les valeurs moyennes accolées a des lettres
différentes sont significativement différentes (P < 0,05)

Ainsi, avec cet indice de gain de poids relatif, I'influence de la « durée de I’ hydrolyse »
est parfaitement illustrée. En effet, dés lors que I’ aliment contient de la poudre protéique soluble
(seule ou en mélange), une corrélation positive est observée entre le temps de I’ hydrolyse et le
gain de poids relatif (AS6=147,4% > AS3=140,6% > AS2=1342%; AM6=118,5% >
AM3=109,1% > AM2=94,3%). La corrélation inverse est observée lorsgue les aliments sont
enrichis avec la phase insoluble (AC2=131,1% > AC3=126,3% > AC6=121,4%). Comme la
composition proximale des aliments d' un méme type est sensiblement la méme, il ne peut s agir

gue d’un effet « peptide » a savoir leur distribution moléculaire et la composition en acide aminés
des fractions.

L’ analyse des poids moléculaires n’a pas fait ressortir de grosses différences au cours du
temps si ce n'est une légére diminution des peptides de grande taille et, comme corollaire une
augmentation des dipeptides et des acides aminés libres. Cependant, ceci peut expliquer de tels
écarts. Zambonino Infante et al. (1997) ont montré que si |’ hydrolysat de poisson incorporé a
I’ aliment possédait une teneur importante en dipeptides et tripeptides, le taux de croissance et de
survie des larves de bar étaient améliorés. Ceci semble logique car, plus les peptides sont petits,
mieux ils sont absorbés et assimilés par |I’organisme (Espe et al., 1993). Cependant, d’ apres

Carvaho et al. (2004), il semble qu’il existe un seuil maximal en di et tripeptides au-dela duquel
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la supplémentation de |’ aliment en hydrolysat aura des effets dél éteres. Néanmoins, il semble que
le phénomene soit un peu plus complexe que cela. Une étude a ainsi montré qu’un méme
hydrolysat promouvait plus fortement la croissance des larves de bar s'il était majoritairement
constitué de peptides compris en 500 et 2500Da que S'il contenait plutdt des peptides de 200 a
500 Da (Kotzamanis et al., 2007). La distribution moléculaire des peptides ne suffit donc pas a

elle seule aexpliguer de tels écarts mais elle y contribue.

L’analyse de la composition en acides aminés des aliments a permis de mettre en
évidence certaines fluctuations (voir ci-dessus). Si tous les acides aminés essentiels ne sont a
priori pas apportés en quantité suffisante par I’aliment, une forte proportion de crevettes a
survécu et a méme gross lors des 6 semaines d expérimentation (voir ci-dessus). Les
« carences » identifiées ne sont donc pas s préudiciables que cela. Néanmoins, des différences
entre les parametres zootechniques sont observées et les variations de composition en acides
aminés des aliments doivent certainement y contribuer. Ainsi, parmi tous les acides aminés
quantifiés dans cette étude, | hydroxyproline semble trés clairement influente car ses variations
sont parfaitement corrélées aux fluctuations de la masse corporelle des crevettes. En effet, au
cours du temps la teneur en hydroxyproline augmente dans les aliments AS et AM alors gu’elle
diminue dans les aliments AC. Une telle influence de cet acide aminé sur le gain de poids des
crevettes est relativement nouvelle car jamais décrite dans la littérature. D’ autres acides aminés
influent aussi vraisemblablement mais pas avec autant d’évidence que |I'hydroxyproline et
certainement en interaction avec d’ autres composés. Des analyses statistiques (de type ACP) ne
font cependant pas franchement ressortir de corrélations probantes.

Sept des 9 aliments contenant des hydrolysats permettent un gain de poids relatif ssimilaire
ou supérieur a celui obtenu avec I’aliment témoin, seuls AM2 et AM3 font « moins bien ».
L’ excés de matiere grasse dans ces 2 aliments explique certainement en partie ces « mauvais »
résultats (voir ci-dessus). De plus, la teneur en méthionine (plus faible dans I’ aliment AM2) peut
aussi expliquer la lente croissance des crevettes nourries avec cet aliment. Néanmoins, au travers
de ces expérimentations, le bénéfice de I’ hydrolyse est encore clairement démontré tout comme

la nécessité de fractionner les phases résultantes par centrifugation.

Par comparaison avec I’aiment commercial (+134% de gain de poids), 4 aiments

expérimentaux ont permis d' obtenir un résultat au moins équivalent (AS2, AS3, AS6 et AC2). La
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encore |'aliment AS6 permet méme d’ obtenir un meilleur gain. (+147,4%). De tels résultats

positifs sont a rapprocher de ceux préalablement observés chez le poisson lors d'une

supplémentation de I’ aliment en protéines prédigérées (voir Tableau 17).
3.2.6. Taux de conversion alimentaire (I ndice de consommation)

Le taux de conversion alimentaire (RCA) est déterminé comme le poids d'aliment sec
consommé par gramme de gain de poids. Plus ce taux est bas, meilleure est I'efficacité de
I’aliment. Les taux de conversion alimentaire chez les crevettes nourries avec les aliments

expérimentaux sont indiqués sur laFigure 30.
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Figure 30. Taux de conversion alimentaire chez les crevettes. La valeur du taux de
conversion alimentaire est la moyenne des trois valeurs. Les valeurs moyennes
accolées a des lettres différentes sont significativement différentes (P < 0,05)

Aprées 6 semaines d' élevage, les taux de conversion alimentaire varient de 1,72 a 2,22
pour les 9 aliments expérimentaux issus de I’ hydrolyse et sont de 2,01 et 1,94 pour I’aiment
témoin et I’ aliment commercial respectivement.

Comme pour les autres paramétres dga éudiés (voir ci-dessus), la hiérarchisation des
aliments par typologie est possible avec AS> AC > AM (le méme classement que pour les autres
parametres). Aing, il faut environ 1,7g d’aliment de la catégorie AS pour obtenir 1g de crevette

supplémentaire tandis que 2,22g d aliment AM2 sont nécessaires pour ce méme gain de poids.

123



De tels écarts de taux de conversion ont dga été observés chez les crevettes nourries avec
différents aliments : de 1,60 a 1,97 dans |’ étude de Ezquerra et al. (1998) et de 1,27 a 2,32 dans
les travaux de Cruz-Suarez et al. (1993).

Par rapport al’aliment témoin, seuls 2 aliments expérimentaux (AM2 et AM3) présentent
des taux de conversion inférieurs (2,22 et 2,12 par rapport a 2,01), I’ hydrolyse des tétes semble
donc préférable a la fabrication de farine. La séparation par centrifugation est aussi bénéfique
puisque les granul és formul és soit avec les surnageants (AS) soit avec les culots (AC) sont mieux
convertis en masse corporelle de crevette que ceux formulés avec les mélanges de poudres (AM).
Ces résultats corroborent ceux obtenus par Cérdova-Murueta et Garcia-Carrefio (2002) ou une
supplémentation de I’aiment par 4, 12, 20% d hydrolysats de poissons améliorait le taux de
conversion par Panaeus vannamel (2,6; 2,6 et 2,9 respectivement par rapport a 3,2 pour I’ aliment
non supplémenté).

L’impact de la durée de I'hydrolyse sur le taux de conversion n'est pas clairement
identifié ici. En effet, a I’ exception des aliments de type AM pour lesgquels plus I hydrolyse est
poussée, meilleur est le taux de conversion, aucune différence significative n’ est observée entre
des granulés d’une méme série (AS et AC). Il semble donc que pour ce paramétre d’ élevage, la
distribution moléculaire des peptides et la composition en acides aminés ne soient pas tres
influentes (tout du moins dans les conditions expérimentales utiliséesici).

Tous les aliments de type AS e AC e AMG6 autorisent des taux de conversion
statistiquement au moins équivalents a celui obtenu avec I’ aliment commercial (AK = 1,94).

Il faut cependant remarquer que si I’intérét d’ avoir un bas de taux de conversion semble
évident, cela ne I'est pas forcément d’ un point de vue économique ou le prix de revient de

I”aliment doit étre pris en compte afin de voir si finalement I’ économie est bien réelle.

3.2.7. Coefficient d’ efficacité protéique

Le coefficient d efficacité protéique est déterminé comme étant le gain de poids par
gramme de protéine consommé. Plus ce ratio est élevé, meilleure est I’ efficacité des protéines de
I"aliment. Les coefficients d’ efficacités protéiques des aliments expérimentaux sont présentés sur
laFigure 31.
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Figure 31. Coefficient d’efficacité protéique chez les crevettes. La valeur du
coefficient d’efficacité protéique est la moyenne des trois valeurs. Les valeurs
moyennes accolées a des lettres différentes sont significativement différentes (P <
0,05)

Encore une fois, le classement des aliments par type est le méme a savoir AS>AC > AM.
Ainsi 1g de protéine permet de gagner de 1,46 a 1,48g de masse corporelle de crevette pour les
aliments AS, de 1,32 a 1,379 pour les aiments AC mais uniquement de 1,15 a 1,26g pour les
aiments AM.

La encore, I’hydrolyse et le fractionnement des phases par centrifugation permettent
d obtenir une bonne efficacité des aliments par rapport a la farine traditionnelle. En effet, a
I’ exception de I’ aiment AM2, tous les autres présentent des coefficients d’ efficacité protéique au
moins équivalents a celui de I’aliment témoin (AT=1,27) et 4 lui sont supérieurs (AS2, AS3, AS6
et AC2). Une teneur trop élevée en lipides dans I'adiment AM2 peut conduire a une
déséquilibration nutritionnelle et une diminution de digestibilité de I’ aiment (Aranyakananda et
Lawrence, 1994).

L’ influence du temps d hydrolyse n’est pas clairement illustrée ici puisqu’il n'y a pas de
différences statistiques au seuil de 5% entre les aliments de type AS ou AC.

Les protéines contenues dans les aliments AS2, AS3, AS6 et AC2 sont mieux converties
en masse corporelle de crevette que celles de I’adiment commercial AK (1,33) tandis que celles

des aliments AC3 et AC6 leur semblent équivalentes. Ainsi, 4 aliments expérimentaux fabriqués
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ici possedent un meilleur coefficient d efficacité protéique que I'aliment commercial
traditionnellement utilisé pour I’ élevage de ce type de crevette (et 2 autres font aussi bien).

Les protéines sont des substances nutritives indispensables a la croissance des crevettes,
un approvisionnement continu en protéines ou en leurs dérivés (peptides ou acides aminés libres)
est donc nécessaire (Shiau, 1998). La qualité des protéines distribuées conditionne le coefficient
d'efficacité protéique en général. Si tous les aliments étudiésici (expérimentaux et commerciaux)
permettent aux crevettes de survivre et dans une majorité des cas de se développer (gain de poids)
pendant les 6 semaines d expérimentation c'est qu’, apparemment, aucun n’'est carencé en
ééments vitaux (notamment en acides aminés essentiels, voir ci- dessus). Cependant, les
différences de croissance et de coefficient d'efficacité protéique observées dans cette étude
montrent que les aliments ne sont pas égaux entre eux d' un point de vue qualitatif et que certaines
performances zootechniques s en ressentent. Le coefficient d’ efficacité protéique est, comme il
S entend, dépendant de la qualité des protéines ingérées. Les performances de croissance des
crevettes sont liées non seulement a la teneur en protéines mais aussi a leur nature comme I’ ont
démontré plusieurs études (Rajyalakshmi et al., 1986; Sudaryono et al., 1995; Kureshy et Allen
Davis, 2002). D’ aprés Sudaryono et al. (1995), la qualité de ces protéines prévaut méme sur leur
quantité et donc sur leur provenance.

La forte pression exercée par |’aguaculture sur la farine de poisson ains que les
fluctuations de production de celle-ci lors des aléas météorologiques (phénomene de El nifio
notamment) fait que la recherche de substituts protéiques a pris une grande importance ces
derniéres années. Si de nombreux essais de remplacement partiel ou total par des protéines de
sources variées ont été conduits particulierement chez le poisson, il semble gu'une teneur
minimale en protéines animales existe en deca de laquelle les performances de croissance s en
ressentent. Chez la crevette, quelques études ont également été menées visant a évaluer les
performances d’'aliments élaborés avec des sources protéiques telles que la farine de crabe
(Goytortua-Bores et al., 2006), la farine de seiche (Cruz-Ricque et al., 1987), la farine de co-
produits de crevettes (Cruz-Suarez et al., 1993), la farine de co-produit de volailles (Allen Davis
et Arnold, 2000; Cruz-Suarez et al., 2007), la farine de co-produits de poisson (Hernandez et al.,
2004). Bien que beaucoup moins nombreuses que pour le poisson, les performances

nutritionnelles d’ hydrolysats protéiques ont également été évaluées chez la crevette avec du
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poisson (Anggawati et al., 1990; Cérdova-Murueta et Garcia-Carrefio, 2002), du krill (Cérdova
Murueta et Garcia-Carrefio, 2002).

L’ étude conduiteici est donc d'intérét car elle permet de valider I’idée d’ une substitution
partielle de la farine animale traditionnellement utilisée dans les aiments, par des hydrolysats
protéiques de co-produits de poisson. Tous les résultats de cette étude sont synthétisés dans le
Tableau 24.

Tableau 24. Synthése des résultats en terme de taux de survie, gain de poids relatif, taux de
conversion alimentaire et coefficient d’efficacité protéique par comparaison avec |’ aliment
commercial AK

AT AS2 AS3 AS6 | AC2 | AC3 | AC6 | AM2 | AM3 | AM6 AK
Taux de survie| = = = = = = - - - - 94,4
(%)
Gain de poids| - = + + = - - - - - 133,8
relatif (%)
Taux de| = + + + = = = - - = 1,94
conversion
alimentaire
Coefficient = + + + = = = - - - 1,33
d efficacité
protéique
+ : mieux que I’aliment commercial AK ; = : identique al’aliment AK ; - : moins bien que I’ aliment AK

Il ressort que I’aiment témoin formulé avec la farine de téte de thon fait aussi bien que
I"aliment commercial sauf en ce qui concerne le gain de poids relatif qui est statistiquement
inférieur au seuil de 5%. Les crevettes nourries avec les aliments contenant les surnageants
d hydrolyse (AS) présentent des caractéristiques d’ élevage identiques voire supérieures a celles
nourries avec I’aliment commercial AK, sur tous les critéres éudiés. L'aliment AS6 permet
méme d’ avoir a chaque fois de meilleurs résultats. Les aliments de la série AC présentent, quant a
eux, des résultats mitigés. L’aliment AC2 est statisquement équivalent al’aliment commercial et
semble donc pouvoir lui étre substitué. Par contre, I’ aliment AC3 est moins bon en terme de gain

de poids relatif tout comme I'aiment AC6 qui entraine également un moins bon taux de survie.
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Enfin les aliments formulés avec les mélanges de poudres ne soutiennent pas la comparaison
puisqu’ a chague fois ils sont moins bons (une seul fois équivalent) que I’ aliment commercial.

Les tétes de thon hydrolysées par Protamex, pendant 2, 3 ou 6 heures semblent donc
pouvoir étre avantageusement incoporées dans des granulés pour crevette plutét que d’ étre cuites
et transformées en farine. Cependant, il conviendra de fractionner par centrifugation ces
hydrolysats et de ne formuler que les surnageants ou aors le culot obtenu a 2 heures si I’ on veut

obtenir des résultats au moins équivalents a ceux de |’ aliment commercial de référence.

3.2.8. Composition chimique de la chair des crevettes

Pour terminer cette étude, la composition chimique des crevettes en début et en fin

d’ expérimentation a été déterminée (Tableau 25).

Tableau 25. Composition chimique de la chair des crevettes en début et en fin
d’expérience. Les valeurs moyennes dans le méme colonne accolées a des lettres
différentes sont significativement différentes (P<0,05)

Composition chimique des crevettes (% du poidsfrais)
Eau Protéines Lipides Cendres
Au début de I’ élevage
795¢ + 0,2 15,82 +0,1 1,42 + 0,1 1,62 £0,1
AT 77,7%+0,22 176™+0,1 1,6®+ 01 20° +01
AS2 771% + 0,1 18,2 +0,1 1,6+ 0,1 1,9%+0,1
AS3 776%+04 1839 +0,1 15®+ 01 1,9%+0,1
A lafin de | AS6 776%+04 1829 +0,2 1,6®+01 | 1,8® +01
I'dlevage | AC2 778%+0,22 17,8¢ +0,1 16®+02 | 18%+01
AC3 774%+0,2 17,7*+0,2 1,7%°+0,3 1,8%+0,1
AC6 778%+0,6 175" +0,2 1,6®+0,1 1,9°+0,1
AM?2 779° + 0,1 17,5°+0,1 1,9°+0,1 1,9%+ 01
AM3 775%+0,3 17,4° +0,1 2,0°+0,2 1,9%+ 02
AM6 77,7 +0,1 17,6 +0,1 1,9™+0,1 1,8%®+ 0,1
AK 773%+0,1 17,8°+0,1 1,7%°+0,1 20° + 01
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Quelgue soit I"aliment, la teneur en eau des crevettes diminue au cours de la croissance
(79,5% au début, 77,7% en moyenne apres 6 semaines). Par contre, aucune différence
significative de teneur en eau n’'est observée entre les crevettes nourries avec les différents
aliments.

A l'inverse, la teneur en protéines tend a s accroitre, de 15,8 % au début a 17,4-18,3%
apres les essais d’'alimentation. Au seuil de 5%, les aliments de la série AS semblent entrainer
une plus forte teneur finale en proténes tandis que cette teneur est la plus faible de toutes chez les
crevettes nourries avec I'aliment AM3. Pour tous les autres granulés (AC, AM2, AM6, AT et
AK) aucune différence significative n’est observée. L’ apport de protéines hydrolysées solubles
tel que pratiqgué avec les aliments de la série AS semble donc bénéfigque pour la synthése
protéique chez la crevette ce qui confirme les travaux de Cérdova-Murueta et Garcia-Carrefio,
(2002).

Pendant les 6 semaines d’ élevage, la teneur en matiére grasse chez les crevettes tend a
augmenter. Au seuil de 5% seules les crevettes nourries avec les granulés de la série AM (les plus
gras, voir composition proximale ci-dessus) ont un taux de lipides différent des crevettes initiales
(teneur finale de 1,9 &2,0%). || semble donc que, dans nos conditions expérimentales, pour que le
taux de matiére grasse augmente significativement, la teneur en lipides du granulé doit se situer
entre 14% (teneur en lipides des granulés AC6) et 21,1% (teneur en lipides des granulés AM2).

En deca de 14% aucune augmentation du taux de matiére grasse ne sera perceptible.

Le taux de cendres semble également dépendant du type d aliment distribué. Ainsi, ce
taux est inchangé (au seuil de 5%) apres 6 semaines d’ expérimentation pour les aliments AS2,
AS3, ASE, AC2, AC3, AM2, AM3 et AM6 (1,8 & 1,9%). Seul I'aliment témoin (AT), I’aliment
commercia (AK) et I’'aiment AC6 entrainent une augmentation du taux de cendres chez les

crevettes.

Par comparaison avec I’aiment commercial, les crevettes nourries avec les aliments AS
sont |égerement plus riches en protéines mais équivalentes sur les autres parametres biochimiques
mesurés ici. Les crevettes nourries avec les granulés AC, AM2 et AM6 présentent la méme
composition biochimique que les crevettes élevées avec I’ aliment AK. Seules celles nourries avec

AM3 semblent moins riches en protéines.
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Il ressort de cette étude que sous certaines conditions, la substitution partielle de la farine
animale dans I'aliment par des hydrolysats protéiques issus de co-produits de thon puisse
déboucher sur une amélioration de certains paramétres zootechniques sans modifier la
composition proximale des crevettes al’issu de 6 semaines d’ élevage.

3.3. Nutrition humaine : sauce de poisson
3.3.1. Composition biochimique des anchois

La composition biochimique des anchois Stolephorus commersonii utilisés pour la
fabrication de sauce de poisson est présentée dans | e tableau 26.

Tableau 26. Composition chimique des anchois

Eau (%) Protéines (%) Lipides (%) Cendres (%)

77,7+£0,2 18,4+ 0,3 1,7+01 1,5+0,2

Comme pour tous les poissons, le taux d’humidité avoisine 80% (77,7%). Les protéines
sont I’ élément majoritaire avec prés de 18,4% de la matiere fraiche tandis que les lipides et les
cendres sont sensiblement équivalents (1,7 et 1,5% respectivement).

3.3.2. Evolution de lateneur en azote de la sauce de poisson lors du processus de
fermentation

La sauce de poisson est un produit traditionnel de plusieurs pays de la région asiatique et
peut étre produite a partir des différentes especes de poisson mies a fermenter. Pendant ce
processus de fermentation, un liquide se forme dont la teneur en azote soluble total augmente
gréce a |’ hydrolyse par les protéases endogenes telles celles du muscle de poisson et du systeme
digestif ainsi que par les protéases produites par les bactéries halophiles (Oregjana et Liston, 1982;
Gildberg et Thongthai, 2001; Rustad, 2003; Tungkawachara et al., 2003, Shih et al., 2003,
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Hjalmarsson et al., 2007). Les protéases du poisson jouent un réle tres important dans le
processus de protéolyse et la solubilisation des protéines (Orgjana et Liston, 1982). C'est le cas
notamment de la cathepsine, de la pepsine et de la trypsine qui sont responsables de la
solubilisation des protéines du poisson en particulier lors de la phase de maturation
(Tungkawachara et al. 2003, Klomklao et al., 2006; Orgjana et Liston, 1982). Cependant, ce
processus de protéolyse peut étre accéléré par adjonction d’enzymes exogenes (Beddows et
Ardeshir, 1979; Aquerreta et al., 2002, Hariono., 2005; Y ongsawatdigul et al., 2007) ou I’ gjout
de viscéres de poisson (Kim et al., 1997; Morioka et al., 1999; Gildberg et Thongthai, 2001;
Klomklao et al., 2006).

Si dans la grande majorité des cas, |es sauces sont produites a partir de poissons entiers, le
procédé peut étre appliqué sur des portions de poissons tels des co-produits. Ainsi, en ce qui
concerne les co-produits de thon, de précédents travaux ont montré que les tétes, les visceres et
les arétes résultants de la transformation du thon pour sa mise en conserve, pouvaient étre
utilisées comme matiere premiére pour la fabrication de sauce de poisson (Lee et Woo., 1992;
Jao., 2002; Kim et Ha., 1995). || semble donc intéressant de voir si des hydrolysats de co-produits
peuvent également étre utilisés dans ce type d’ application.

3.3.2.1. Azote total

Le principa indice de qualité de la sauce de poisson est sa teneur en azote total utilisée
notamment pour établir les normes de qualité des sauces mais aussi leur prix de vente au
consommateur (Lopetcharat et Park, 2002). Cette teneur en azote total des sauces est liée a la
teneur en azote des acides aminés, en azote peptidique, en azote ammoniacal et a la teneur en
azote d autres substances telles que I’ urée, I’ oxyde de triméthylamine et les nucléotides (Finne,
1992; Shahidi et al., 1994; Tungkawachara et al., 2003; Jiang et al., 2007). L’évolution de la
teneur en azote total de la sauce de poisson au cours des 180 jours de fermentation est présentée

sur laFigure 32.
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Figure 32. Evolution de la teneur en azote total de la sauce de poisson durant la
fermentation. NS2, NS3 et NS6: Sauces de poisson contenant les hydrolysats de
tétesdethon S2, S3 et S6, respectivement

Au cours du premier mois de maturation, la teneur en azote total des sauces augmente tres
fortement puis un ralentissement est observé sans pour autant atteindre une phase de plateau. La
teneur en azote total des 4 sauces ne cesse donc d’ augmenter pendant ces 6 mois de maturation.
Ces résultats étaient attendus, ils reflétent ce qui est traditionnellement observé lors de la phase
de maturation des sauces de poissons telles |a sauce de poisson traditionnelle indonésienne (lIjong
et Ohtay (1996), la sauce de poisson traditionnelle chinoise (Jiang et al., 2007), la sauce de
poisson produite a partir de sardines (Klomklao et al., 2006), de saumons (Indoh et al., 2006) et
des viscéres de thon (Dissaraphong et al., 2006).

Fort logiquement, la supplémentation en hydrolysats contribue a augmenter
significativement la teneur en azote total des sauces. Cependant, il semble que plus I’ hydrolyse a
été poussée, meilleur est le gain en azote total. Ainsi au bout de 180 jours, la sauce NS6 contient
269/l d azote total, tandis que les sauces NS3 et NS2 n’en contiennent que 25,7 et 25,29/I
respectivement. Quant a la sauce témoin qui n'a pas été enrichie en hydrolysat, elle contient
seulement 22,5g/| d’ azote total.
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Il apparait donc trés clairement un effet positif de la supplémentation en hydrolysat sur le

taux d' azote total des sauces. Plus |’ hydrolyse a été longue, plus ce bénéfice est notable.

3.3.2.2. Azote aminé

Au cours du processus de maturation du poisson les protéines sont peu a peu hydrolysées
en peptides puis en acides aminés libres. La teneur en acides aminés libres dans la sauce

augmente donc au cours du temps comme le confirme la Figure 33.
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Figure 33. Evolution de la teneur en azote aminé de la sauce de poisson durant la
fermentation. NS2, NS3 et NS6: Sauces de poisson contenant les hydrolysats des
tétesdethon S2, S3 et S6, respectivement

L’ allure générale de ces courbes est trés proche de celle obtenue pour I’ azote total. Une
phase d’ augmentation rapide (pendant les 30 a 60 premiers jours) est suivie d’un ralentissement
progressif sans pour autant atteindre une phase de plateau méme aprés 6 mois de fermentation. La
protéolyse se déroule donc sans interruption dés le premier jour mais il semble que le processus
de maturation ne soit pas encore achevé et que toutes les protéines n’ont pas été entiérement
hydrolysées méme apres 6 mois de traitement.
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Comme précédemment, I’gjout d hydrolysat a 30 jours entraine une augmentation de la
teneur en azote aminé: 11,2g/l sans apport, 12g/l ou plus avec gout. Ceci était attendu car les
hydrolysats sont constitués quasi exclusivement de peptides solubles sensibles a la protéolyse. La
encore, un effet de la durée d’ hydrolyse est observé, plus celle-ci a été poussée, plus élevé est e
taux d’ azote aminé relevé a 180 jours: 129/l pour 2 heures d hydrolyse, 12,49/l pour 3h et
12,79/l pour 6 h.

Ce qui influent le plus fortement sur les teneurs en azote total et azote aminé des sauces
de poissons sont |'espéce de poisson utilisee et sa composition chimique proximale
(Tungkawachara et al., 2003). En général, plus les poissons utilisés sont riches en protéines plus
la sauce de poisson résultante sera riche en acides aminés. Par contre, les especes de poisson
ayant une teneur élevée en eau donnent souvent les sauces de poisson contenant une teneur faible
en azote total (Aldrin et al., 1969).

Les parametres tels la température de la fermentation et la concentration en sel sont, eux
aussi, tres influents (Hjalmarsson et al., 2007, Yu et al., 2008). Ainsi, une |égére augmentation de
la température accélere le déroulement de I'autolyse. C'est le cas par exemple, de la sauce de
sardines dont les teneurs en azote total et en acides aminés ont atteint 19,5g/I et 11,9 g/l
respectivement apres seulement 32 jours de fermentation a 38°C alors qu’il afallu, 59 jours pour
obtenir des teneurs équivalentes avec une maturation a température ambiante (Aldrin et al.,
1969). La saison a laquelle se déroule la maturation est, elle aussi, d'importance. Ainsi, par
exemple, apres 250 jours de fermentation, les sauces de poisson maturées en été possédait 20,3g/I
d azote total contre seulement 9g/l pour celles maturées en hiver (Hjalmarsson et al., 2007). En
ce gui concerne la concentration en sel, plusieurs études ont démontré |” action inhibitrice du sel
sur la protéolyse, notamment quand les teneurs excédent 25% (Gildberg et al., 1984; Gildberg,
1989, Klomklao et al., 2006) ce qui est le cas ici (27% en moyenne). |l est donc vraisemblable
que les quantités d'azote total et d’azote aminé des sauces expérimentales auraient pu étre plus

élevées avec une teneur moindre en sal.

3.3.2.3. Azote ammoniacal

Si la protéolyse intervenant pendant |e processus de maturation entraine une augmentation
de la teneur en acides aminés libres, la teneur en ammoniac ou azote ammoniacal augmente

également (Figure 34).
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Le méme type de cinétique est encore une fois observé (augmentation initiale rapide puis
ralentissement mais pas de plateau). L’adjonction d hydrolysat entraine également une
augmentation de la teneur en azote ammoniacal, augmentation sensiblement plus forte lorsque
I” hydrolyse a été poussée (mais effet moins perceptible que précédemment) : 3,1g/l sans apport,
3,49/l pour NS2 et NS3, 3,59/l pour NS6.
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Figure 34. Evolution de la teneur en azote ammoniacal de la sauce de poisson
durant la fermentation. NS2, NS3 et NS6: Sauces de poisson contenant les
hydrolysats destétes dethon S2, S3 et S6, respectivement

L’ammoniac est un des composants principaux des bases volatiles donnant I’ odeur
ammoniacal (Dougan et Howard, 1975). Cet ammoniac est toujours présent dans les sauces de
poisson car ¢’ est un des produits de dégradation des substances azotées, en particulier des acides
aminés (Lopetcharat et Parc., 2002). Son augmentation lors du processus de maturation est méme
tout afait logique (Beddows et al., 1980).

La teneur en ammoniac dans la sauce de poisson dépend de la qualité initiale du poisson

mais est également dépendante de la concentration en sel et inversement proportionnelle
(Klomklao et al., 2006)
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3.3.3. Caractéristiques physico-chimiques de la sauce de poisson

de poisson expérimental es et commerciales ont été déterminées (Tableau 27).

A I’issu des 180 jours de maturation, les caractéristiques physico-chimiques des 4 sauces

Tableau 27. Caractéristiques physico-chimiques des sauces expérimentales et commer ciales.
Les valeurs moyennes dans la méme colonne accolées a des lettres différentes sont
significativement différentes (P < 0,05)

Saucede | Azotetotal Azote Azote AA/AT AAM/AT NaCl pH
poisson (AT) aminé(AA) | ammoniacal
(o) (o/) (AAM) (g/1) (%) (%) (g/)

Témoin 25°+04 | 11,2°+02| 31°+0,1 |4989+0,7[13,7°+0,3 |272,5°+3,1|58%+0,1
NS2 25204 | 1209+02 | 349+01 |[47,7°+15[134°+04 |2745°+3,7| 572%+0,1
NS3 257% 06 | 124%°+04 | 349+01 [483% 1,8[/132°+0,2 |271,1°+45] 57°+0,1
NS6 26,0°+04 | 127°+0,2 | 35%01 |489% 08]13,7*+0,3(2735% 39| 57°+0,1
Nuoc-mam
Phan Thiet | 3029+06 | 143+04 | 35%+02 | 474>+ 08 | 11,6%+05 [277,7°+15| 57°+0,1
‘Hon me’
Nuoc-mam | 35,1°+05 | 1689+0,2 | 3,7°+01 | 479+10 | 105%2+04 |2743*+25| 572+ 0,1
Phu Quoc
‘Thanh Ha
Nam pla 184%05 | 85°+03 | 29*°+0,1 | 46,3°+05 [158°+1,1 [2633%+35]| 58%+0,1
‘ poisson’
Nam pla 183%+05 | 84°+04 | 27°03 | 460°+1,0 | 148"+ 12 | 2757>+25| 59°+0,1
‘crevette’
Nam pla 17,73+05 | 7,72+0.2 242+02 | 4362+02 | 137°+16 | 274,7™+25| 59°+0,1
‘cadmar’
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N2, NS3 et N6 sont les sauces de poisson comprenant des hydrolysats de tétes de thon 2, 3 et S5,
respectivement.
Nuoc-mam Phan Thiet ‘Hon me’ et Nuoc-mam Phu Quoc ‘Thanh Ha' sont les sauces de poisson commerciales
viethamiennes.

Nampla ‘poisson’, Nam pla ‘ crevette’ et Nampla ‘calmar’ sont les sauces de poisson commer ciales thailandaises

Par rapport au lot témoin, les sauces expérimentales enrichies en hydrolysats sont plus
riches en azote total (de 25,2 a 26,0 g/l par rapport a 22,5g/l), en azote aminé (de 12,0 a 12,7g/l
par rapport a 11,2) et en azote ammoniacal (de 3,4 a 3,5¢/I par rapport a 3,1g/1). L’ effet de la
durée d’ hydrolyse n’est perceptible que pour les teneurs en azote aminé qui semblent augmenter
avec le temps d hydrolyse (NS6>NS3>NS2). Ains, il semble que plus les peptides sont petits
(hydrolyse de plus en plus longue), plus leur adjonction dans les sauces en maturation contribue a
augmenter lateneur de celles-ci en azote aminé mais reste sans effet sur les teneurs en azote total
et ammoniacal. La supplémentation en hydrolysat ne semble pas modifier la teneur globale en
NaCl (271 a274g/l) ni lepH (5,7 a5,8).

Les 4 sauces expérimentales ont des teneurs en azote total intermédiaires par rapport aux
sauces commerciales. Elles sont en effet plus riches que les sauces thailandaises (Nam pla, 17,7 a
18,4g/1) mais plus pauvres que les sauces viethamiennes (Nuoc-mam, 30,2 a 35,1g/l). Il en est de
méme pour les teneurs en azote aminé: de 7,7 a 8,5¢/l pour les Nam pla, 14,3 &4 16,8g/l pour les
nuoc-mam. Pour |’azote ammoniacal, s la méme tendance est observée, I’ écart est cependant
moins marqué ; les sauces expérimental es présentant des teneurs proches de celles mesurées pour
les sauces vietnamiennes (3,4 a 3,5 contre 3,5 a 3,7g/l).

Le ratio azote aminé/azote total est classiquement utilisé comme un indicateur du degré
d hydrolyse ; plus la maturation est longue, plus élevé est ce ratio (Gildberg, 2001). Les sauces
d origine thailandaise sont celles qui présentent les plus faibles ratios (de 43,6 a 46,3%) et
semblent donc étre les « moins hydrolysées ». Viennent ensuite les sauces vietnamiennes et la
sauce expérimentales NS2 (47,4 a 47,9%) qui posséderaient donc un taux d’hydrolyse moyen.
Enfin les sauces NS3, NS6 et |a sauce témoin (non enrichie) sont celles qui présentent les ratios
les plus éleveés (48,3 a 49,8%). L’ hydrolyse a donc été plus forte pour ces 3 sauces, ce qui n'est
pas éonnant pour NS3 et NS6 supplémentées en peptides de petite taille et en acides aminés
libres mais plus surprenant pour la sauce témoin. Une inhibition des protéases, intervenant dans
le processus de maturation, par les hydrolysats n'est pas a exclure et pourrait expliquer ces
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résultats. 11 a en effet été montré dans de trés nombreux travaux des effets inhibiteurs de cocktails
peptidigues sur I’ action de telles enzymes et méme sur la croissance bactérienne (Dumay, 2006).

Au regard du ratio azote ammoniacal/azote total, les sauces expérimentales (13,2 & 13,7%)
ont une position intermédiaire a savoir entre les sauces vietnamiennes (ratio compris entre 10,5 et
11,6%) et thailandaises (ratio variant de 13,7 a 15,8%).

Enfin, en ce qui concerne les teneurs en NaCl et le pH des sauces al’issu des 6 mois, peu
de différences sont notables, seule la sauce Nam pla ‘poisson’ apparait |égerement moins salée
que les autres (263,3g/1 par rapport &271-278g/1), le pH restant compris entre 5,7 et 5,9.

Plusieurs normes ont été éablies pour qualifier les sauces de poisson. Ainsi, d aprés la
norme vietnamienne 5107 (2003) qui est la plus contraignante, les sauces de poisson ayant un
teneur en azote total supérieur a 30 g/l sont identifiées comme « classe extraordinaire », Si cette
teneur est comprise entre 25 et 30 ¢/l la sauce est classée « surfine », « premiere classe » pour des
teneurs variant de 15 a 25¢/l et « deuxieme classe » pour des teneurs comprises 10 et 15g/I.
Cependant avant de classifier les sauces d’ apres cette norme, il convient également de regarder la
proportion d’ azote aminé par rapport al’ azote total. Aingi, il faut que cette proportion représente
au moins 55% pour la classe « extraordinaire», 50% pour la classe « surfine», 40% pour la
« premiére classe » et 35% pour la « deuxieme classe ». Enfin, toujours selon cette norme, I’ azote
ammoniacal ne doit pas excéder 20, 25, 30 et 35% de |'azote total pour les classes
« extraordinaire », « surfine », « premiére classe » et « deuxiéme classe » respectivement.

Parallelement & cette norme il en existe d’autres, moins exigeantes, telle celle FDA
thailandaise (Food and Drug Administration Standard) établie en 2003 qui stipule que les sauces
de poisson ne doivent pas avoir une teneur en azote total inférieure a 9g/l et I'azote aminé doit
représenter au moins 40-60% de cet azote total (Lopetcharat et al., 2001). Enfin, d' apreslanorme
de I'lnstitut de Standards Industriels Thailandais (TI1SI), les sauces de poisson ayant des teneurs
en azote total et en azote aminé supérieures a 20g/l et a 10g/l respectivement peuvent étre
considérées comme « premiere classe », par contre si ces teneurs sont comprises entre 15-20g/l et
7,5 et 109/l respectivement, elles sont alors de « seconde classe »

La classification, selon ces différentes normes, des sauces de poissons éudiées ici, est
présentée dans le tableau 28.
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Tableau 28. Classification de sauces de poisson

Sauces de poisson expérimentales

Sauces de poisson
commer ciales

viethamiennes

Sauces de poisson commer ciales

thailandaises

Témoin NS2 NS3 NS6 ‘Phan ‘Phu Nam pla Nam pla Nam pla
Thiet’ Quoc’ ‘Poisson’ | ‘Crevette’ | ‘Camar’
Norme5107 | Premiére Surfine Extraordinaire Premiére classe
(AT) classe
Norme 5107 Premiére classe Premiére classe
(AA/AT)
Norme 5107 Extraordinaire Extraordinaire
(AAM/AT)
Norme 5107 Premieéreclasse Premieéreclasse
(bilan)
FDA OK OK
(AT)
FDA OK OK
(AA/AT)
TISI Premiére classe Premiéreclasse Deuxiéme classe

AT: Azotetotal ; AA: Azote aminé;

AAM: Azote ammoniacal ;

FDA: Food and Drug Administration Sandard ; TIS : Ingtitut de Sandards Industriels Thailandais.

Au vu de ces résultats, il ressort que toutes les sauces ne sont pas de qualité identique

selon les différentes normes.

L es sauces vietnamiennes sont réputées car elles sont élaborées a partir d’ anchois de tres

haute qualité ce qui contribue normalement a élever lateneur en azote total et en azote aminé par

rapport a d autres sauces tout en leur confinant une odeur et une saveur caractéristiques. D’ apres

la norme vietnamienne 5107, ces sauces sont en effet classées comme « extraordinaire » pour leur

teneur en azote total (ce sont d’ailleurs les seuls classées comme tel dans cette étude). Cependant,

elles n’obtiennent « que » la classification « premiére classe » au regard de leur proportion en

azote aminé ce qui fait que selon cette norme ces sauces sont catégorisées « premiére classe »
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tout comme les autres sauces étudiées ici. La norme viethamienne 5107 bien gu’ exigeante, ne
permet pas de différencier les sauces entre elles.

Toutes les sauces sont déclarées conformes selon la norme FDA de Thailande et seule la
norme TISI permet de discriminer certaines d entre elles a savoir les sauces commerciaes
thailandai ses catégorisées « deuxieme classe » tandis que les autres sont « premiere classe ».

Il ressort de cette analyse, qu'aucune amélioration de la qualité (selon les 3 normes
étudiées) ne ressort de ces essais de supplémentation en hydrolysat lors du processus de
maturation. Cependant, la durée de la fermentation différe fortement entre les sauces. Ainsi, les
sauces commerciales sont généralement collectées apres 9 a 12 mois de maturation (plus de 12
méme pour la sauce Phu Quoc) aors que la maturation n'a duré que 6 mois pour les sauces
expé&rimentales (témoin, NS2, NS3 et NS6). L’hypothése d’une améioration de la qualité des
sauces expérimentales avec |’ allongement de la durée de fermentation peut donc étre formulée
car les teneurs en azote total et en azote aminé auraient été augmentées (voir figures 32 et 33 ou
les teneurs augmentent réguliérement au cours du temps). Il conviendrait donc de refaire ces
essais sur une durée plus longue (9 a 12 mois de maturation) pour confirmer cela.

Les teneurs élevées en sel éaient attendues car le sel est utilisé pour, d’ une part, inhiber
les activités des bactéries et prévenir la détérioration des poissons et, d’ autre part, il contribue
activement a la saveur des sauces de poisson. Des teneurs supérieures a 10% inhibent les
bactéries « normales » mais le développement des bactéries halophiles perdure méme lorsgue les
teneurs excédent 12%. Les fortes teneurs observées ici (de I'ordre de 27%) sont celles
classiquement observées dans ce type de produit (Mclver et al., 1982).

La diminution du pH lors du processus de maturation est elle aussi logique (Gildberg et
Thongthai, 2001; Tungkawachara et al., 2003) et est notamment due a |’ apparition de composés
tels I'acide lactique et |'acide acétique (Itoh et al., 1993; Funatsu et al., 2000; Michihata et al.,
2000a). Plusieurs auteurs ont trouvé des valeurs du méme ordre et généralement comprises entre
5,2 et 6,5 (Dissaraphong et al., 2006; ljong et Ohta, 1996; L opetcharat, 1999).

3.3.4. Composition en acides aminés de la sauce de poisson

Les compositions en acides aminés des différentes sauces sont indiquées dans le Tableau
29.
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Tableau 29. Composition en acides aminés libres de la sauce de poisson

Acides amines

Sauces commer ciales

Sauces commer ciales

(g/100ml) Sauces expérimentales vietnamiennes thailandaises
Phan Thiet{Phu Quoc| Nam pla [ Nam pla | Nam pla

Témoin| NS2 | NS3 NS6 “poisson” | “crevette” | “calmar”
Isoleucine 1,71 | 1,78 | 1,83 1,72 1,22 1,75 0,66 0,37 0,38
Leucine 144 | 162 | 1,71 1,72 1,42 0,90 0,88 0,65 1,44
Lysine 030 [ 029 | 0,26 | 0,31 0,66 0,79 0,45 0,40 0,43
Méthionine 0,03 | 0,04 | 0,06 0,12 0,36 0,31 0,04 0,03 0,02
Phénylalanine 1,13 | 1,20 | 1,40 1,45 1,58 1,27 0,76 0,74 0,71
Thréonine 0,19 | 0,15 | 0,14 0,21 0,66 0,69 0,28 0,86 0,46
Tryptophane 011 | 0,20 | 0,11 0,10 0,33 0,11 0,07 0,07 0,09
Valine 052 | 05 | 042 | 0,63 0,10 0,13 0,16 0,02 0,20
Acides aminés
essentiels***(AAE) | 5,43 | 5,68 | 5,93 6,26 6,33 5,95 3,3 3,14 3,73
Alanine 0,16 | 0,27 | 0,20 0,23 0,22 0,66 0,78 0,93 0,89
Arginine 0,10 | 0,20 | 0,11 0,14 0,15 0,17 0,09 0,19 0,12
Aspartique 0,06 | 0,05 | 0,04 | 0,06 0,12 0,03 0,01 0,02 0,01
Glutamique 0,40 | 0,44 | 0,53 0,47 0,45 0,58 0,38 0,35 0,33
Glycine 0,34 | 0,37 | 0,38 0,33 1,33 0,74 0,44 0,44 0,39
Histidine 0,39 | 0,34 | 0,50 0,26 0,03 1,40 0,70 0,33 0,14
Hydroxyproline 0,07 | 0,08 | 0,07 | 0,10 0,02 0,01 0,02 0,01 0,01
Proline 050 [ 056 | 0,34 | 045 0,52 0,05 0,04 0,01 0,02
Serine 1,79 | 1,90 | 1,85 1,95 1,82 1,64 0,78 1,02 0,66
Tyrosine 0,27 | 0,26 | 0,28 0,24 0,07 0,42 0,11 0,15 0,18
Acides aminés non
essentiels (AANE) 408 | 437 | 430 | 4,23 4,73 5,70 3,35 3,45 2,75
TOTAL 951 10,05 10,23 | 10,49 11,06 11,65 6,65 6,59 6,48

***| 'utilisation du terme "essentiels' pour ces 8 acides aminés est simplement due au fait qu'ils ne peuvent pas étre

synthétisés par I'homme ce qui implique qu’ils doivent étre apportés par I’ alimentation. Cependant, il existe un acide

aminé particulier connu sous le nom d'histidine qui est souvent considéré comme essentiel pour des enfants mais

pas pour desadultes.
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L’ analyse de ces résultats montre que les sauces commerciaes d’ origine thailandaise sont
beaucoup moins riches en acides aminés libres que toutes les autres (de I’ ordre de 6,5g/100ml par
rapport & 9,5g/100ml pour le témoin et 11,6g9/100ml pour la sauce Phu Quoc). Ces résultats sont
conformes a ceux publiés par Park et al. (2001) qui montraient que les sauces vietnamiennes
étaient plus riches en acides aminés libres (9,83 ¢/100ml) que les sauces japonaises
(7,53g/100ml), elles mémes plus riches que les sauces thailandaises (6,73g/100ml).

Comme escompté, |'adjonction d’ hydrolysat permet d augmenter significativement la
teneur en acides aminés libres aprés 6 mois de maturation (jusqu’a 1g/100ml de plus par rapport
au témoin pour la sauce NS6). Cependant, dans cette étude, les sauces vietnamiennes restent
malgré tout plus riches avec de 0,5 a 1g/100ml d’ acides aminés libres supplémentaires. Il ressort
également que, plus I’ hydrolyse a été longue, plus la teneur en acides aminés libres est élevée
(NS6>NS3>NS2) ce qui semble logique car les surnageants plus fortement hydrolysés sont
censeés étre plus riches en petits peptides et acides aminés libres.

Néanmoins, cette analyse est a nuancer en ce qui concerne la proportion en acides aminés
essentiels. Si les sauces thailandaises sont, |a encore, les plus pauvres (3,1 a 3,79/100ml soit
presque 2 fois moins que les autres sauces), |’ écart entre les sauces expérimental es supplémentées
en hydrolysats et |es sauces viethnamiennes n’ est plus aussi flagrant. La sauce expérimentale NSG,
et, dans une moindre mesure, la sauce NS3 apparaissent méme équivalentes aux sauces
viethamiennes pour leur teneur en acides aminés essentiels. L’effet de la supplémentation est
encore une fois notable avec une augmentation allant jusqu’a 0,8g/100ml en acides aminés
essentiels (soit 15% d augmentation par rapport au témoin pour la sauce NS6). Comme
précédemment, plus I'hydrolyse a été longue, plus cette augmentation est sensible
(NS6>NS3>NS2>témoin). Le calcul du ratio AAE/AANE conforte ces observations et confirme
lavaleur nutritionnelle des sauces expérimentales. En effet, ces dernieres, supplémentées ou non,
présentent un ratio supérieur a celui des autres sauces avec un minimum de 1,3 pour la sauce NS2
et un maximum de 1,48 pour NS6. Pour 3 des sauces commerciaes (Phu Quoc, Nam pla poisson
et Nam pla crevette) ce ratio est proche de 1 voire inférieur & 1, tandis qu'il est de 1,34 et 1,36
pour les sauces Phan Thiet et Nam pla calmar. L’ effet « durée » de I’ hydrolyse est bien illustré
par le fait que ce ratio augmente avec le temps d hydrolyse (1,3 pour 2 heures, 1,48 pour 6

heures).
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La composition détaillée en acides aminés des différentes sauces illustre bien les
différences entre les sauces, liées notamment al’ origine de la matiére premiére et au processus de
fabrication notamment le temps de maturation. Pour toutes les sauces expérimentales
(supplémentées ou non), 4 acides aminés dont 3 essentiels sont majoritaires : la sérine >
I"isoleucine > laleucine > la phénylalanine. Pour ces 4 acides aminés, les concentrations trouvees
excedent 1,1g/100ml. Ces sauces sont par contre trés pauvres en méthionine < acide aspartique <
hydroxyproline.

Dans la sauce Phan Thiet d’ origine vietnamienne, 5 acides aminés sont majoritaires. la
sérine > la phénylalanine > la leucine > la glycine > I'isoleucine avec des concentrations
supérieures a 1,2g/100ml. La glycine y est ici détectée dans des proportions pres de 4 fois
supérieures a celles des sauces expérimentales (1,33g/100ml contre 0,34 a 0,38g/100ml), 3 fois
plus que dans les sauces thailandaises et 2 fois plus que dans la sauce Phu Quoc. Les acides
aminés minoritaires de la sauce Phan Thiet sont : I"hydroxyproline < I'histidine < le tyrosine.
Cette sauce contient au moins 10 fois moins d’ histidine (0,03g/200ml) que les autres sauces et
pres de 4 fois moins de tyrosine (0,07g/100ml) que les sauces expérimentales. Cette sauce
vietnamienne peut donc étre caractérisée par sa richesse en Glycine et sa faible teneur en
histidine. Dans la sauce Phu Quoc, 4 acides aminés sont présents a plus de 1,2g/100ml :
Isoleucine > Sérine > Higtidine > Phénylalanine. Les acides aminés minoritaires sont
I hydroxyproline < I'acide aspartique < la proline. Ainsi, bien que cette sauce et |a précédente
soient toutes deux d’ origine vietnamienne elles se différencient par de forts écarts de teneur en
Histidine (0,03g/200ml pour le Phan Thiet et 1,4g/100ml pour le Phu Quoc). Hormis, sa grande
richesse en histidine qui semble caractéristique, cette sauce S apparente aux sauces
expérimentales présentées ci-dessus. Les sauces thailandaises se différencient peu entre elles au
niveau de leur composition en acides aminés. Pour toutes les trois, la leucine, I'danine, la
phénylalanine et la sérine sont des acides aminés majoritaires, a noter que la sauce « crevette »
est également riche en thréonine. La présence de I’aanine dans ce « classement » est houveau
mais la leucine et la phénylalanine ont déja été identifiées pour toutes les autres sauces. Les
acides aminés minoritaires sont eux auss «classiques» des sauces de poisson a savoir
I” hydroxyproline, I’ acide aspartique et la proline.

Ces analyses révélent donc des constances dans la composition en acides aminés libres

des sauces de poisson étudiéesici a savoir : une prédominance de la phénylalanine, de la sérine et
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dans une moindre mesure de la leucine. A I'inverse, I’ hydroxyproline et |’ acide aspartique sont
toujours détectés en faibles concentrations. Cependant, il semble que les processus de fabrication
et les matieres premiéres utilisées puissent modifier profondément cette hiérarchie. Ainsi, pour
Cha et Cadwallader (1998), I’acide glutamique, la leucine, la lysine, la valine, I’arginine, et
I” alanine sont les acides aminés les plus abondants identifiés dans la sauce de thon. Pour Jiang et
al., (2007) ce sont I’ acide glutamique, la leucine, lalysine et la valine qui sont mgjoritaires dans
la sauce traditionnelle chinoise Y u-lu. Enfin d’ apres |jong et Ohta (1995), la sauce traditionnelle
indonésienne est riche en acide glutamique, lysine, isoleucine, valine et alanine.

L es sauces expérimentales et la sauce Phu Quoc apparaissent relativement semblables au
niveau de leur composition en acides aminés libres a |’ exception de la concentration en histidine
qui est beaucoup plus élevée dans la sauce commerciale. Les sauces thailandaises sont assez
homogenes entre elles et hormis une plus faible teneur en Isoleucine, elles peuvent étre
apparentées aux sauces expérimentales et a la sauce Phu Quoc en ce qui concerne leur
composition en acides aminés libres. La sauce Phan Thiet se différencie des autres
principalement par sa richesse en Glycine et ses faibles teneurs en Histidine et Tyrosine.

Au niveau de l'intérét nutritionnel, les sauces expérimentales supplémentées en
hydrolysats sont remarquables car elles possedent des teneurs élevées en acides aminés avec une
forte proportion en acides aminés essentiels. Plus I” hydrolyse a été longue plus la sauce est riche

en acides aminés et particuliérement en acides aminés essentiels.

3.3.5. Teneur en histamine de la sauce de poisson

L histamine est une amine biogene produite aprés la mort du poisson sous I’ action de
certaines bactéries qui vont, par voie enzymatique a I'aide de I'histidine décarboxylase,
décarboxyler I'histidine (acide aminé) en histamine (Y oshinaga et Frank, 1982; Kimura et al.,
2001).

L’ingestion d histamine peut entrainer des infections alimentaires. Ces intoxications par
I”histamine sont généralement peu graves, mais elles sont prises trés au Sérieux dans les
problemes de sécurité alimentaire et a échanges internationaux. Ainsi la teneur en histamine des
produits de la péche transformés ou non peut devenir un frein a I’ exportation vers I’ Europe, les

Etat Unis et le Canada. Par exemple, I’ Agence d'Inspection de Poisson Canadienne a établi une
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limite maximale pour la teneur en histamine dans les sauces de poisson a 200 mg/l tandis que la
Food and Drug Administration des Etats-Unis (FDA-US) a fixé cette limite maximale a 500mg/I
(Dissaraphong et al., 2006).

Les teneurs en histamine des sauces de poisson étudiées ici sont présentées dans le
Tableau 30.

Tableau 30. Teneurs en histamine dansla sauce de poisson. NS2, NS3 et NS6: Sauces
de poisson incor porant les hydrolysats de tétes dethon S2, S3 et S6, respectivement

Témoin NS2 NS3 NS6

Histamine
(mgfl) 164 177 182 186

L es teneurs en histamine dans les sauces de poisson produites dans cette étude sont faibles
(inférieures a 200 mg/l), ce qui est en partie d0 a la grande fraicheur des matiéres premieres
utilisées a savoir les anchois et les thons (Brillantes, 1999). Au regard des limites légales
exposées ci-dessus, toutes les sauces expérimentales sont en deca des valeurs maximales. |l
apparait également que les sauces enrichies voient leur teneur en histamine augmenter et que
cette augmentation semble d autant plus forte que I” hydrolyse a été longue.

La formation d histamine dans le poisson et des produits issus du poisson est liée a
I'espece de poisson, la teneur en histidine libre dans le muscle de poisson, la présence de
I”histidine décarboxylase et les conditions environnementales favorables ou non & la croissance
des bactéries productrices d’ histamine (Lehane et Olley, 2000). Plusieurs bactéries productrices
d histamine ont été isolées a partir des produits de poissons salés tels que les sardines salées, les
anchois salés et la sauce de poisson a savoir des bactéries des genres Staphylococcus, Vibrio et
Pseudomonas (Yatsunami et Echigo, 1991), Bacillus (Hernandez-Herrero et al., 1999;
Rodriguez-Jerez et al., 1994; Tsai et al., 2006).

Brillantes et al. (2002) ont étudié la formation d’ histamine au cours de la fabrication
d’ une sauce de poisson thailandaise et montré que les taux d’histamine augmentent pendant la
fermentation mais qu’ils sont liés a la qualité de la matiére premiere (notamment les teneurs en
histidine, précurseur de I'histamine) et au procédé de fabrication. En général, la formation

d histamine par les bactéries augmente a une température élevée (Sanceda et al., 1996; Kim et
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al., 2000) ains les sauces de poisson produites a partir de poissons stockés sans glace sont plus
riches en histamine que celles produites avec des poissons stockés sous glace (Brillantes et al.,
2002). Le sel peut également inhiber la formation d’ histamine en freinant le développement des
bactéries productrices d’ histamine telles Klebsiella preumoniae et Proteus morganii (Taylor et
Woychik., 1982; Taylor et Speckhard., 1984, Sancedaet al., 1999).

Dans une étude, Tsai et al. (2006) ont constaté que la majorité (66,7%) des échantillons de
sauces de poisson de Taiwan avaient une teneur en histidine comprise entre 50 et 499 mg/l.
Sanceda et al. (1996) ont rapporté une teneur en histamine de 430 mg/I dans une sauce de poisson
thailandaise et 1380 mg/l dans une sauce de poisson coréenne. Enfin, une enquéte réalisee par le
service d'inspection des produits de la péche de Thailande montre que 75% des échantillons
présentaient une teneur en histamine supérieure a 200 mg/l, avec la majorité des valeurs se situant
entre 600 et 1000 mg/l (Brillantes, 1999). Les sauces expérimentales produites pour cette éude
sont largement en deca de ces valeurs d histamine de différentes sauces commerciales, ce qui

confirme encore une fois leur potentiel.
3.3.6. Qualité sensorielle de la sauce de poisson

Le jury a défini 13 descripteurs permettant de décrire I’ aspect (transparence, couleur),
I'odeur et 1a saveur des produits étudiés. La liste de descripteurs est présentée dans la Tableau 31.
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Tableau 31. Liste dedescripteurs utilisés dans |’ analyse sensorielle de la sauce de poisson

N° Critere Descripteurs

1 Apparence Transparence
Jaune

2 Couleur Brun
Rouge
Noir
Ammoniac

3 Odeur Acre

Poisson cuit ala vapeur
Putride

Salé

4 Saveur Sucré

Umami

Amer

Les profils sensoriels des sauces de poisson basés sur une analyse descriptive et
quantitative sont présentés sur la Figue 35.

Transparence

—e— Témoin

Sucré / Brun —=—NS2
NS3

—e— NS6

—=— Nuoc-mam 'PhanThiet

—a— Nuoc mam ' Phu Quoc'

Noir —a— Nam pla 'poisson’

—e— Nam pla ‘crevettes'

Putride —a— Nam pla ‘calmar’

Acre Poisson cuit a la vapeur

Figure 35. Profils sensoriels des sauces de poisson
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Une analyse sensorielle de tous les échantillons montre qu’il Ny a pas de différence
significative entre les 9 échantillons de sauce de poisson pour les descripteurs d odeur
ammoniacal et d' odeur d'&cre. Par contre, ces échantillons sont tres différents pour les autres
descripteurs. En effet, les résultats ont montré que les sauces de poisson ont des couleurs (jaune,
brun, rouge, noire), des odeurs (poisson cuit a la vapeur, putride) et des saveurs (saé, sucré,
umami et amer) différentes.

Cette analyse révele qu'il n'y a pas de différence significative d aspect (transparence,
couleur), d odeur, de saveur entre les sauces de poisson contenant les hydrolysats de tétes de thon
et la sauce de poisson témoin. Les sauces de poisson commerciales viethamiennes avaient une
saveur d’umami et une saveur sucrée plus margquée que celles des autres sauces de poisson.

En ce qui concerne la couleur de la sauce de poisson, les résultats indiquent que les sauces
de poisson produites dans cette étude sont caractérisees par une couleur jaune et les sauces de
poisson commerciales viethamiennes et thailandai ses sont caractérisées par une couleur brune et
rouge.

La qualité de la sauce de poisson est estimée non seulement par la teneur en azote total et
en azote aminé mais aussi par son odeur, sa saveur et sa couleur, (Hjalmarsson et al., 2007). Les
résultats montrent qu’il n'y a pas de différence significative pour I’odeur ‘ammoniac’ et ‘&cre’
entre les 9 produits mais qu’il existe des différences sur d’ autres propriétés telles que I’ odeur de
poisson cuit a la vapeur, I’odeur putride, la saveur sucrée, la saveur d’ umami, la saveur salée, la
saveur amere, la couleur jaune, brune, rouge, noir et la transparence.

L'odeur et la saveur caractéristiques de la sauce de poisson sont principalement dues a la
dégradation de protéines et de lipides par des enzymes autolytiques et bactériennes pendant la
fermentation (Saisithi et al., 1966; Beddows et al., 1976). Comme précédemment indiqué (voir
ci-dessus), les bactéries jouent un réle trés important dans le processus de fermentation de la
sauce de poisson et de tres nombreuses études ont montré que I'activité bactérienne contribuait au
développement des composés d'odeur et de saveur dans les sauces de poissons (Dougan and
Howard, 1975; Beddow et al., 1980; Sanceda et al., 1992; Saisithi, 1994; Perdta et al., 1996).
C’est pourquoi une sauce de poisson produite aseptiquement n'a ni I'odeur caractéristique ni de
fortes teneurs en acides gras volatils (Beddows et al., 1979). Plusieurs microorganismes ont ainsi
été identifiés comme contribuant a I’odeur et a la saveur des sauces de poissons: Bacillus,

Saphylococcus, Micrococcus, Coryneformes et Sreptococcus (Saisithi et al., 1966 ; Norberg et
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Hofsten., 1968; Sands et Crisan 1974; Thongthai et al., 1992 ; Ijong and Ohta, 1996 ; L opetcharat
et Park., 2002).

L’ odeur de |a sauce de poisson est généralement décrite comme étant un mélange d'odeur
ammoniacale, d odeur de fromage et d odeur de viande (Dougan et Howard, 1975; Beddows et
al., 1976). Si I'odeur ammoniacale est principalement due a la présence d ammoniac et de
triméthylamine (Uyenco et al., 1953; Beddows et al., 1979), de tres nombreux composés volatils
ont également été identifiés dans les sauces de poisson : acides, acools, composés contenant de
I’ azote ou du soufre, phénols, carbonyles, esters, hydrocarbures,... (Sancedaet al., 1984; Sanceda
et al., 1986; Peralta et al., 1996; Triqui et Reineccius, 1995; Cha et al., 1997; Triqui et Guth.
1997; Cha et Cadwallader, 1998 ; Shih et al., 2003). Ces composés volatils formés pendant la
fermentation contribuent progressivement a I’ apparition de I’odeur de la sauce de poisson
(Saisithi et al., 1966, Beddows et al., 1980, Sanceda et al., 1983; Sanceda et al., 2003 ; Yang et
al., 2008). Parmi ceux-ci, il semble que les acides éhanoique, propanoique, iso-butanoique, n-
butanoique, 2 méthyl butanoique, 2 éthyl butanoique, n-pentanoique, le méthanol, éthanol, 2
méthyl propanol, glycerol, butanol, 2 méthyl butanol, hexanol, heptanol, formal, éthanal,
propional, 2 méthyl propanal, butanal, 2 méthyl butanal soient les plus caractéristiques de ce type
de produit (Sanceda et al., 1984; Sanceda et al., 2001).

La saveur de la sauce de poisson est influencée par la teneur en acides aminés libres. Par
exemple, I'acide glutamique est responsable de la saveur 'umami' (Liu, 1989, Komata, 1990;
Sanceda et al., 1990); glycine, alanine, lysine, serine et thréonine donnent la saveur sucrée (Kato
et al., 1989; Park et al., 2001; Tungkawachara et al., 2003) tandis que arginine, leucine,
méthionine, proline, donnent I’amertume (Shih et al., 2003). L’acide glutamique semble
cependant se différencier des autres de part sa contribution a la saveur générale (Sanceda et al.,
1996; Tungkawachara et al., 2003). Cependant, il est certain que tous les acides aminés libres
identifiés dans les sauces de poissons contribuent a la saveur finale du produit particulierement
parce gu'ils se combinent avec des oligopeptides et des acides organiques (Michihata et al.,
2000b; Park et al., 2002a; Park et al., 2002b). Parmi les autres composés affectant la saveur, le
sel joue également un réle (ljong et Ohta, 1995).

Le caractere sucré discrimine les sauces viethamiennes des autres dans cette étude. Cela

est certainement du pour partie a leurs teneurs plus élevées en glycine, lysine et thréonine. Par
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contre aucune différence significative entre les 9 sauces n’ est notée par le jury en ce qui concerne
lasaveur salée.

La couleur d'une sauce de poissons est pour partie dépendante de |’ espéce qui est maturée
mais aussi a |’ apparition de produits de la réaction de Maillard qui survient pendant la phase de
maturation (Lopetcharat et al., 2001; Lopetcharat et Park, 2002). Celle-ci fait intervenir un sucre
réducteur et un acide aminé libre qui vont tout d’ abord former des produits intermédiaires et puis
au final des pigments bruns (Van Boekel, 1998). Dans cette étude, les sauces commerciaes
vietnamiennes et thailandaises ont une couleur brune plus foncée que celle des sauces de poisson
expérimentales. Ceci est certainement lié a des intensités variables de la réaction de Maillard
mais auss aux différences de matieres premieres utilisées, conditions de fermentation
(température) de durée de fermentation,... (Sumaya - Martinez et al., 2005). Cette derniére
beaucoup plus courte (6 mois) pour les sauces expérimentales que pour les sauces commerciales
(9 & 12 mois) est vraisemblablement la principale raison des différences de couleur notées par le

jury.

4. CONCLUSION

Notre travail de recherche, concernant I’ utilisation d’ hydrolysats de tétes de thon en tant
gue complément alimentaire en alimentation aquacole, a permis d’ observer le bénéfice d une
préhydrolyse des tétes de thon sur la survie et la croissance des crevettes. L’incorporation des
hydrolysats de tétes de thon dans I’alimentation des crevettes Sest avérée particulierement
intéressante. Les poudres de protéines solubles (S2, S3 et S6) et les poudres de protéines
insolubles aprés 2h d’ hydrolyse de tétes de thon (C2) permettent d’ améliorer significativement la
croissance et la survie des crevettes ains que le ratio de conversion alimentaire et le coefficient
d efficacité protéique. Globalement, plus I'hydrolyse est poussée meilleurs sont les aliments
élaborés a partir des poudres de protéines solubles. Il semble donc que 2 heures d’ hydrolyse
soient suffisantes et que les fractions résultantes (phases solubles et insolubles) puissent servir a

I’ élaboration d’ aliments pour Penaeus vannamei.

La deuxiéme partie de cette étude visait a étudier I’ effet d’ un apport en protéines solubles
dans des sauces de poisson en maturation. Au fina, il ressort de cette étude que la

supplémentation en hydrolysat de co-produits de thon, si elle ne modifie pas ou guére les
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propriétés organoleptiques des sauces, permet cependant d’en améliorer significativement la
teneur en azote total et en azote aminé en augmentant notablement les teneurs en acides aminés
essentiels. Les qualités nutritionnelles des sauces ainsi enrichies s'en trouvent améliorées.
Néanmoins, |a courte durée des essais de fermentation (6 mois) ne permet pas de faire « changer
de classe » ces sauces selon les normes en vigueur (norme viethamienne 5107, norme FDA
thailandaise, norme TISI). Il conviendrait donc de prolonger la phase de maturation afin
d acquérir un avantage économique certain que procurerait une classification supérieure. Enfin,
parmi les 3 sauces enrichies, aucune ne semble se distinguer des autres. Un temps d’ hydrolyse de
2h semble donc suffisant aussi n’est il pas utile de prolonger |” hydrolyse des tétes de thon au-dela
pour ce type d’ application.
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CONCLUSION GENERALE ET PERSPECTIVES

Le thon est une des especes emblématiques de la péche mondiale en général et
vietnamienne en particulier. Compte tenu du fort tonnage débarqué, nombre d’industries se sont
spécialisées dans sa transformation, générant un fort volume de déchets (téte, peau, visceres, aréte
centrale...). Les colts économiques et environnementaux qui en résultent sont élevés auss
convient il de trouver de nouvelles utilisations pour ces biomasses.

Ce travail a porté sur I'intérét d’une protéolyse enzymatique de ces matieres afin de
liquéfier au maximum les matrices et de voir quelles pourraient étre les valorisations potentielles.

La premiére partie expérimentale de ce travail aains consisté a étudier les cinétiques de la
protéolyse de 3 co-produits représentatifs de I'industrie de transformation du thon: la téte, la
queue et les visceres. Pour ce faire, des hydrolyses ont été conduites pendant 12h en utilisant une
protéase a large spectre (Protamex) autorisant une solubilisation maximale de la matiere par
déstructuration des tissus. L’ influence trés nette du substrat se traduit par des cinétiques distinctes
et conduit a I’obtention de degrés d’'hydrolyse, de récupération de |’azote soluble et a une
distribution des lipides entre les phases fort différents. L’ enzyme étant une protéase, ce sont les
protéines qui sont solubilisées dés le début de la réaction suivant une cinétique assez rapide. Au
bout de 8h de réaction, la majorité des protéines se retrouve ains solubilisée sous forme de
peptides de faibles poids moléculaires. Les phases solubles résultantes sont ainsi enrichies en
acides amineés, particuliérement en acides aminés essentiels pour I’homme. Comme corollaire de
cette protéolyse, les lipides se voient distribués différemment selon les phases. S'ils restent
majoritairement concentrés dans les culots, les phases solubles ainsi dégraissées contiennent
cependant des proportions plus élevées en EPA et DHA. L’ action de telle protéase permet donc
de liquéfier partiellement les matrices conduisant a |’ obtention de 2 fractions tres distinctes : - un
surnageant riche en protéines hydrolysées solubles avec une bonne proportion d’ acides aminés
essentiels mais relativement pauvre en matiére grasse ; - un culot riche en lipides et en minéraux
mais contenant néanmoins des quantités appréciables de protéines insolubles.
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La deuxiéme partie de ce travail a porté sur la recherche d applications alimentaires pour
les fractions résultantes de la protéolyse de téte de thon. Ce substrat a été choisi au regard des
résultats de la premiére partie qui montraient gue la téte de thon était un substrat de choix.

La premiére application éudiée a été I'incorporation de fractions protéiques dans des
aliments pour I’ éevage de la crevette Penaeus vannamei. |1 ressort de ces essais de nutrition que
les poudres de protéines solubles, obtenues apres 2, 3 et 6h de protéolyse de téte de thon par 0,5%
de Protamex, ainsi que la fraction insoluble obtenue apres 2h de réaction enzymatique, permettent
d améliorer significativement la croissance et la survie des crevettes ains que le ratio de
conversion alimentaire et le coefficient d’ efficacité protéique. Une protéolyse de 2h permet donc
d obtenir des fractions protéiques a méme d’ étre avantageusement incorporées en substitution
partielle de la traditionnelle farine de poisson dans les aliments pour crevettes. Cependant, il
convient de procéder & une séparation physique (centrifugation) de ces 2 phases et non de les
distribuer ensemble car sinon aucun bénéfice n’ est notable.

La deuxiéme application consistait a voir si une adjonction d’ hydrolysats dans des sauces
de poisson en maturation permettait d’'en améliorer les qualités physico-chimiques et
organoleptiques et donc d’en tirer un bénéfice commercial. Il ressort qu’un gout d’hydrolysats
produits aprés 2,3 ou 6h de protéolyse de téte de thon par 0,5% de Protamex ne modifiait en rien
les perceptions organoleptiques d’ un jury d analyse sensorielle. Néanmoins, cet apport augmente
significativement la teneur en azote total et en azote aminé avec une croissance notable de la
teneur en acides aminés essentiels. Ces essais conduits pendant 6 mois ne permettent cependant
pas une maturation suffisante des sauces et donc d’ en augmenter sensiblement la classification
selon les standards en vigueur. Aucune des sauces enrichies ne se différencient des autres malgré
les temps d’ hydrolyse différents. 1l semble donc que la aussi, 2h de protéolyse soient suffisantes

pour ce type d’ application alimentaire.

En conclusion de ce travail, il ressort que I’ hydrolyse des co-produits de thon est une
méthode de choix pour la valorisation de ces biomasses et particulierement de latéte. Ainsi 2h de
réaction enzymatique par 0,5% de Protamex permettent d’ obtenir une fraction soluble utilisable
en alimentation aquacole et en nutrition humaine tandis que la fraction insoluble peut étre
incorporée dans des aliments pour crevette. Un méme procédé conduit donc a I’ obtention de 2

produits aux finalités différentes mais de valeurs g outées certaines.
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Ces travaux débouchent donc sur des perspectives encourageantes pour les usines de
transformation de thon. En effet, cette valorisation des co-produits issus de la chaine de
transformation du thon, au travers de la production d’'hydrolysats, sest avérée ssimple, peu
colteuse et les résultats obtenus a I’ aide de nombreuses expérimentations laissent envisager un
avenir prometteur a ces produits. Ces voies de valorisation ne sont cependant pas les seules
perspectives envisageables. Il conviendrait en effet de s intéresser également a la fraction grasse
potentiellement récupérable et notamment le DHA dont les tétes de thon sont riches. La
transposition de ce procédé d' hydrolyse enzymatique a plus grande échelle devrait permettre cela
notamment par la récupération de I'huile qui ne manquera pas de surnager a I'issu de la
centrifugation. En cas de succes, 3 fractions intéressantes seraient ainsi disponibles pour une
valorisation a partir d’ une matrice qui, pour |’ instant, est plutét considérée comme un déchet et ne

possede donc aucune vaeur marchande.
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ANNEXE A

PRODUCTION D'HYDROLYSATSPROTEIQUESDE TETE DE THON

Figure 37. Lyophilisation des surnageants

Figure 38. Poudres protéiques solubles
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L

Figure4l. Broyagedu culot séché
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Figure 42. Poudres protéiquesinsolubles

Figure 43. Mélange de poudres protéiquesa partir del’ hydrolyse detéte de thon
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ANNEXE B

PRODUCTION DE FARINE DE TETE DE THON

Figure 45. Cuisson detétesdethon

Figure 46. Pressage detétesdethon cuit
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Figure 47. Géateau de pressage

Figure 49. Broyage desrésidus de pressage séché
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Figure50. Farine de tétes de thon destinée aux crevettes
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ANNEXE C

PRODUCTION DESALIMENTSPOUR LESCREVETTES

Mélange minéral et vitaminique Huile de calmar

Figure51. Matiéres premieres utilisées pour la fabrication desaliments pour crevettes

Figure 52. Méange de matiéres premieres
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Figure 55. Séchage des aliments
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Figure 58. Aliments pour les crevettes
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