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lLa récupération mécanique de pulpe de poisson a partir des résidu:
de filetage permet d'augmenter de 6 & 10% le rendement en chair utili-

sable du cabillaud Gadus maorhua. Mais pendant l'entreposage congelé;

les proteines de la pulpe se dénaturent trés rapidement, aussi l'em-

ploil de substances {gu'on appelle cryoprotecteurs) gul ralentiraient,

]

retarderaient ou inhiberailent partiellement la dénaturation des pro-
téines a-t-1l1 été envisagé.

Afin we profiter des divers mécanismes d'action de chaque agent,
il a paru intéressant de tester des mélanges de substances cryoprotec-
trices.

Les essals de combinaisons de cryoprotecteurs sont effectués au
préalable in vitro, sur des solutions de protéines musculaires, puils
sur la pulpe non lavée.

lLes résultats obtenus in vitro peuvent se résumer ainsi @

- les substances présentant un effet cryoprotecteur sont, dans l'ordr
décroissant : acide éthyléne diamine tetraacétique (EDTA), pyrophos-
phate, pyruvate et citrate.

- Le sorbitol et l'hexamétaphosphate n'ont aucun»effet contre l'insao-
lubilisation des protéines.

- lLes combinaisons de cryoprotecteurs testées ne semblent pas avair
d'action synergique; 1 'insolubilisation des protéines est ralentie &
la méme vitesse cue celle constatée pour le cryoprotecteur le plus
performant du mélange.

Dans la pulpe, nous constatons que
- Le sorbitol,seul ou en combinaison binaire et ternaire avec le pyro
phosphate et le pyruvate, ralentit l1'insolubilisation des protéines
pendant les premieéres semaines.

- lLe sorbitol, ainsi que 1'EDTA en mélanye avec le citrate ou le pyro
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phosphate améliorent la capacité émulsifiante des protéines.
- Les mélanges pyruvate-pyrophosphate et sorbitel-pyruvate-pyrophos-
phate présentent un effet texturisant,
- Contrairement aux résultats positifs in vitra, 1'EDTA ne manifeste
aucun pouvolr cryoprotecteur.

Les niveaux d'efficacité solutions musculaires-systéme pulpe sont
différents; la pulpe est un systéme beaucoup plus complexe car les
facteurs de dénaturation sont multipliés. Aussi, afin de vérifier 1!
influence de certains dénaturants, des essals d'addition dénaturant-
cryoprotecteur sont réalisés dans des solutions de protéines musculaif
res. Les résultats sont les suivants : '
- L'ion cuivrique & 0,005% est dénaturant méme en présence du pyruvate
et du pyrophosphate. Par contre, 1'EDTA, en chélatant 1'ion cuivrique.
ralentit la vitesse d'insolubilisation des protéines.

- Le malonaldéhyde & 0,04% et le linoléate & 0,25% ne sont pas dénatu-
rants-

- Le formaldéhyde (FA) & 0,01% tend & favoriser l'insolubilisation de:
protéines et, & 0,04%, il insolubilise trd&s rapidement les protéines
en présence ou non de cryoprotecteurs.

La mesure du FA dans la pulpe entreposée 4 mois & =18°C montre qu{
le % formé est triés supérieur & celui constaté dans les filets. De
plus, nous remarquons que ce pourcentage est plus important lorsque
1'EDTA ou, dans une moindre mesure, le pyruvate sont additionnés a la
pulpe. L'action de 1'ECTA sur la formation de FA a été montré par SPI-
NELLI et col. (1979).

En conclusion, la combinaison sorbitol-pyruvate-pyrophosphate pa-
rait intéressante et son étude mérite d'étre approfondie. lLes résul-
tats obtenus in vitro sont difficilement transposables car la cryopro
tection semble devenir inéfficace dés que le FA est formé en quantité
importante dans la pulpe. ARinsi l'évolution des qualités physicochimi
ques de la pulpe congelée est fortement conditionnée par la faormation

du FAR et sa réaction avec les protéines musculaires.
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Dans le domaine des produits de la mer et plus particulierement

dans le cas de la production de cabillaud Gadus morhua, la France pré

sente un déficitvimportant. En effet, les importations nécéssaires
pour couvrir les besoins sont de l'ordre de 44400 tonnes en 1982, ce
qul représente une part de 11,5% du déficit de la balance commerciale
des produits de la mer qui totalise en 1982 4,9 milliards de francs.
La participation du cabillaud n'est donc pas négligeable, aussi est-i
indispensable d'optimiser au maximum les rendements en chair utilisa-
ble. Dans cette optigue, il est apparu sur le marché industriel des
machines desaréteuses qui permettent d'améliorer le rendement global
gréce a la récupération possible de 6 & 10% oe chair & partir des ré-
sidus de filetagye par rapport au poisson entier,

Le procédé de la désar@teuse mécanique est fort simple : les rési
dus de filetage (aréte centrale et U-cuts) ou les petits poissons été
tés et éviscérés sont comprimés contre un cylindre, le diamétre de se
perforations peut varier de 1,5 & 5 mm (BAADER 694). La chair préssée
pénétre alors dans le cylindre alors que la peau et les arétes demeu-
rent & l'extérieur du tambour d'olU ils sont éliminés par un couteau
racleur. Lé chair de poisson se présente sous forme de pulpe, elle es
évacuée du cylindre par une vis sans fin.

Cependant l'utilisation de la pulpe est pour l'instant limitée pa
des difficultés d'ordre bactériologique et chimique. La qualité bacté
riologique pourrait dans certaines conditions étre acceptable (si le
poisson n'a pas séjourné trop longtemps dans la glace,Aét si la récu-
pération se fait a bord parallélement & l'opération de filetage, éf-.
fectuée dés la prise du poisson). La chair, lors de la récupération
mécanique, perd san intégrité, sa qualité chimique diminue tres rapi-

dement durant la période nécéssaire d'entreposage a l'état congelé
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avant transformation sous forme de charcuteries de poisson, de cro-
quettes...

A l'état natif, les protéines myofibrillaires sont sous forme d'u:
gel aqueux ol les filaments de myosine sont paralléles aux filaments
d'actine et de tropomyosine. Ce complexe myofibrillaire confeéere au
muscle son extensibilité et sa contractibilité. Toutes les réactions
de dénaturation provogquent une agrégation des protéines myofibrillai-
res par un changement des structures secondaire et tertiaire, la for-
mation de ponts disulfures et l'intervention de liaisons ioniques, hy-
drogenes et hydrophobes.

CONNELL (1960 et1962) a démontré sur des solutions d'actomyosine
de cabillaud entreposées 3 -14°C gue la perte de solubilité du comple-
xe myofibrillaire est principalement due & la myosine. L'insolubilisa-
tion intervient, d'aprés RODGER et col. (1980) essentiellement durant
les premieéres semaines d'entreposage congelé. Le taux de formation des:
agrégats de poids moléculaire élevé des solutions de myosine atteint,
selon BUTTKUS (1970), son maximum vers le point eutectique (-11°C), a-
lors gu'aux températures inférieures au point eutectigque, lorsque seu-
le 1'eau liée demeure & l'état liquide, l'agrégation et donc l'insolu-
bilisation diminuent pour atteindre pratiquement le taux observé a 0°(

Ces phénoménes d'agrégation se traduisent au niveau de la qualité‘
physico-chimique par une altération des propriétés fonctionnelles due
a la perte de l'extractibilité et de la contractibilité de l'actomyo-
sine. La dureté et la perte d'eau a la cuisson augmentent tandis gue,
selon GRABOWSKA et SIKORSKY (1974), la solubilité et la capacité émul-
sifiante des protéines myofibrillaires diminuent, ainsi que la capaci-
té gélifiante et l'activité ATPasique.

Le phénoméne de la dénaturation est dU principalement & 4 types de
causes
* Réactions avec les groupements sulfhydrides
BUTTKUS (1970) a proposé un mécanisme expliquant l'agrégation de la

myosine aux températures de congélation., Il est basé sur les réaction:
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d'échange disulfure-sulfhydrile initiées par l'oxydation de gquelques
groupes SH. La formation de ponts disulfures est suivie par un réar-
rangement des liaisons hydrophobes et hydrogénes.

* Réaction avec les produits d'oxydation des lipides

KING et col. (1962) ont montré que l'importance de l'insoclubilisation
des protéines dépend de la nature de l'acide gras, de la concentratio
et de la durée d'entreposage.

* Réaction avec le formaldéhyde

Le formaldéhyde est formé a partir du clivage enzymatique ou non de
l'oxyde de triméthylamine (l'enzyme responsable du clivage est présen-.
te en quantité importante dans la rate chez le cabillaud). Selon LAIR{
MACKIE et HATTULA (1980), la perte de solubilité des protéines est du:
4 la formation de ponts covalents entre un groupe aminé comme la lysi-
ne et le formaldéhyde. POULTER et LAWRIE (1979) suggérent que, non
seulement les protéines myofibrillaires mais aussi les protéines sar-
coplasmiques peuvent &tre rendues insolubles par le formaldéhyde du-
rant l'entreposage.

*¥ Effet de l'augmentation de la boncentration en sels

Lors de la congélation, la concentration en sels dans les tissus aug-
mente; les solutés du liquide intersticiel et du protoplasme se con-
centrent dans une phase liquide résiduelle. Les sels inorganiques af-
fectent la qualité des protéines en abaissant le point de congélatio
en déshydratant, en agissant sur la tension interfaciale et sur les
groupements chargés des chaines latérales, par des intéractions ioni-
ques.

Aussi & cause du phénoméne de dénaturation et malgré 1l'intérét de
la récupération de chair a partir des chutes de filetage, la pulpe es
encore une matiére premiére peu utilisée & une exception preés : le Ja
pon. En effet, les Japonais sont les plus gros producteurs de chair
hachée (& partir des filets) avec plus de 350000 tonnes en 1981. Ils
fabriquent le surimi, matiére premiére semi-préparée et congelée, des

tiné a l1'élaboration du kamaboko dont les préparations culinaires son
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aussi nombreuses que variées. Le surimi est obtenu par ététage, évis-
cération, récupération mécanique, lavage intensif et élimination de
1'éxcés d'eau de la chair puis, addition de sucres, polyalcools et/ou
de polyphosphates.

Dans la seconde phase de préparation du surimi, les Japonais em-
ploient en particulier contre la dénaturation des protéines, des sub-
stances appelées cryoprotecteurs gui ralentiraient, retarderaient ou
inhiberaient partiellement la dénaturation. Parmi les plus étudiées
figurent
* Les polyphosphates
D'aprés BROTSKY et SCHWARTZ (1980), les polyphosphates agissent en
chélatant différents cations qui catalysent l'agrégation des protéines
et en affectant la structure des protéines gélifiantes. Les polyphos-
phates augmentent la force ionique, les forces de répulsion et d'hydre
tation et par conséquent les quantités d'eau liée aux protéines.

* les acides aminés et les peptides

L'augmentation de l'effet cryoprotecteur des acides aminés par acéty-
lation des groupes aminés semble indiquer, selon NOGUCHI et MATSUMOTO
(1975%), la contribution des oxogroupes de la liaison peptidique &
l'effet préventif de ces substances.

* Les céto-acides

D'aprés les travaux-de TRANI(1974 et 1975), le pyruvate, en formant
une base de Schiff avec les protéines, augmente la charge nette néga-
tive des protéines en apportant un groupement carboxylique et diminue
donc l'agrégation par l'augmentation des forces électrostatiques.

* les polyalcools et les sucres

Les modes d'action sont multiples. Le sucrose par exemple, agit au ni-
veau de la membrane extérieure des cellules en facilitant la diffusior
des électrolytes et d'une partie des dénaturants, favorisant ainsi
leur dilution.

Mais en Europe et aux Etats-Unis, l'exemple japonais ne peut étre

transposé car les produits, d'une part ne nécéssitent pas l'utilisa-
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tion d'une mati&re premiére aussi élaborée que le surimi et, d'autre
part ils ne peuvent supporter le prix de revient élevé du surimi. Des
problémes d'équipement interviennent également. En effet, 1'élabora-
tion du surimi nécéssite l'emploi d'eau douce pour le lavage de la pu:
pe, or les bateaux frangais ne disposent pas de réserves d'eau suffi-
santes pour cet emploi. De plus, la perte de protéines sarcoplasmigue:
éliminées par le lavage diminue d'autant le rendement de récupération
en chair.

Pour pallier le probleme de dénaturation, l'addition de cryopro-
tecteurs dans la pulpe non lavée avant congélation a été testée en
particulier dans les pays occidentaux.

TRAN et HAN-CHING (1981) ont établi que le sorbitol est cryoproter
teur dans la pulpe non lavée, mais des concentrations de 3% ne peuvent
retarder la dénaturation complete des protéines que de quelques semai-
nes. Un mélange de 0,3% d'acides citrique et ascorbique et de 0,7% de
polyphosphates et d'EDTA limiterait la dénaturation selon MOLEDINA
et col. (1977). TRAN (1974) note que le pyruvate est également cryo-
protecteur, a un effet texturisant et facilite la rétention d'eau.
RODGER et col. (1980) constatent que l'emploi d'additifs tels que le
lactose, le glutamate‘et le citrate de sodium ne présente qu'une amé-
lioration minime pour préserver les propriétés fonctionnelles de la
pulpe de cabillaud non lavée.

Mais en général, le niveau de cryoproteétion obtenu sur la pulpe
non lavée est toujours inférieur a celui obtenu dans un systeme type
surimi. Aussi, afin de profiter des divers mécanismes d'action de cha-
gue agent, il a paru intéressant de tester des mélanges de substances
cryoprotectrices.

Le sujet de ce mémoire est donc 1l'étude de combinaisons de cryo-
protecteurs dans la pulpe non lavée récupérée & partir des arétes cen-
trales de cabillaud. Nous serons amenés a classer les mélanges par
leur effet cryoprotecteur en effectuant des essais in vitro dans des

solutions de protéines musculaires, puis dans la pulpe.
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1)- Substances chimiques utilisées

B e R e

Substances chimigues :

Sirop de glucose (Flolys R-43 FAS)
Sorbitol (Neosorb 20/60)

Maltodextrines MDO5 et MDO1

Pyruvate de sodium

Citrate de trisodium

ﬁlutamate de sodium

Pyraophosphate de sodium

Héxamétaphosphate

Acide éthyléne diamine tétraacétique EDTA

Substances chimigues:

Formaldéhyde en solution a 37%
Malonaldéhyde

Sulfate cuivrique

Méthyl linoléate

2)- Essais im vitro

—— e - - - — o e S = - —— o .

Origine

ROQUETTE
ROQUETTE
ROQUETTE
MERCK
MERCK
MERCK
MERCK
MERCK

ALDRICH

Origine :
MERCK

MERCK

MERCK

MERCK

- % (g/100g

de pulpe)
3

3
5

0,5
0,5
0,5
0,5
0,5

0,15

% (g/100g
de pulpe)

0,01 et0, 0

Les extraits de protéines musculaires sofnt obtenus en broyant 20g

de cabillaud préalablement hachés (prélevés dans le filet coté cauda-

le) dans 200 ml d'une solution de NaCl & 5% (force ionique

= 0,86). L

broyage est réalisé a 1'aide d'un broyeur WARING & ceinture réfrigéré

et muni d'un plateau anti-mousse, pendant 1 min.

Le broyat est ensuite centrifugé & 2500 trs/min. pendant 30 min.

I,5 ml du surnageant est additionné

a 0,5 ml d'une solution de
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cryoprotecteur(s). Dans le cas de l'addition de dénaturant, 0,25 ml
d'une solution de dénaturant est ajouté: & 1,5 ml du surnageant et 2
0,25 ml d'une solution de cryoprotecteur. Sauf lorsque le dénaturant
est le linoléate; i1 est émulsionné & une quantité connue dlextrait,
puis 1,5 ml est prélevé et additionné a 0,5 ml d'une solution de
cryoprotecteur.

Les 2 ml sont congelés dans des tubes & hémolyse et stockés a -20¢

L'indice de solubilité est mesuré périodiquement (pendant 4 a 8
semaines) sur les échantillons décongelés rapidement sous l'eau cou-

rante.

. e e . o - - — - ——— - - - —— - T . . . A% = . W D G e s G A UM G G e e G SR M e e o e

Dt'aprés HEDA et col. (1962)
Les 2 ml d'échantillon sont dilués avec 4 ml d'une solution de
NaCl & 5% puis centrifugés a 2500 trs/min. pendant 30 min.
17 ml de surnageant est dilué avec 4 ml d'une solution de NaCl & 5¢
. - 0On mesure. la densité optique & 275 nm.
L'indice de solubilité des protéines musculaires soclubles: dans le:
solutions salines est exprimé en unité de densité optique.

3)- Essais dans la pulpe

- . - - -y - - A v v .

‘La pulpe est récupérée & partir d'arétes centrales de cabillaud
préalablement brossées et lavée & l'eau courante afin d'éliminer du
mieux possible les résidus de rate (ol se trouve localisée une gfande
partie de l'enzyme responsable du clivage de l'oxyde de triméthylamine
en formaldéhyde et en diméthylamine) et les protéines sanguines (ri-
ches en fer), par passage dans la desaréteuse BAADER 694 A travers un
cylindre dont les perforations ont un diamétre de 5 mm .

Les échantillons témoins sont congelés immédiatement apreés la sé-
paration mécanigue.

Pour les autres échantillons, les cryoprotecteurs, en solution &

raison de 700 ml par kg de pulpe, sont mélangés a la pulpe pendant 5
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min. dans un pétrin de type charcuterie.

La pulpe est répartie dans des barquettes plaétiques de 200g munie
d'un couvercle.

La congélation se fait dans un congélateur & plagues a -30°C pen-
dant 1h30. la pulpe est entreposée en chambre froide a -18°C.

3-2)- Mesures

CLiv-
Les mesures se font des échantillons décongelés 24" 5 +4°C.

3g de pulpe sont broyés avec 120 ml d'une solution de NaCl & 5%
dans un broyeur & ceinture réfrigérée pois centrifugés a 2500 trs/min.
pendant 30 min. & +4°C ( c¢entrifugeuse CENTRIKON H-401).

1 ml du surnageant est dilué & 4 ml d'une solution de NaCl & 5%.
On mesure la densité optique de cette soclution & 775 nm.

L'indice de solubilité est exprimé en unité de densité Optique.

- . oue - G - o . - - - - - A G — - - - e . e o e - —

La mesure se fait d'aprés le principe décrit par SUIFT et col.
(1961) sur un extrait de protéines musculaires : 5g de pulpe sont bro-
yés avec 150 ml d'une solution de NaCl & 5% & +4°C puis centrifugés
3 2500 trs/min., 30 min 2 +4°C,

5 ml de l'extrait sont dilués avec 50 ml d'une solution de NaCl a
5% & environ +20°C dans un bécher de 400 ml.

L'émulsion est réalisée, suivant le schéma ci-dessous, a l'aide
d'un mixeur ULTRA TURRAX fonctionnant & vitesse maximum (environ
20000 upm) en additionnant tout d'abord rapidement 20 ml d'huile (huil
végétale colza-soya) aux 55 ml de phase aqueuse. L'huile s'écoule en-
suite dans le bécher & raison de 6 2 10 ml/min. & l'aide d'une burette
de 50 ml,

Le moment oU le maximum d'huile émulsionnée est atteint, est dé-
terminé par la mesure de la résistance électrique du milieu réaction-
nel suivie par un ohmmétre (selon WUEBB et col. (1970); GRABOUSKA et

SIKORSKI (1974)).
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Les résultats sont exprimés en ml d'huile émulsionnée par g de

pulpe.

Y
e

mixer (, burette délivrant 1l'huile a la

] vitesse de 6 410 ml/min.
chmmetre 6? i {
3 |
|

bécher de :
400 ml b |
gc

- e - - - - - - G e M S e s R em e e G e e - -

20g de pulpe sont tassés de fagon uniforme dans un bécher de 25 ml
La cuisson se fait a la vapeur pendant 20 min. Une fols égouttés et
séchés, les échantillons sont soumis a un test de compression en utili

sant le texturometre JJ LOYD T 5001 dans les conditions suivantes :

jauge de contrainte de 5000 N

sensibilité de la jauge de contrainte X 0,04

vitesse de la téte mobile = 200 mm/min.

rapport papier/téte mobile = 2,5/1

me

F’/2L0(1+g )
avec : M' = masse de l'échantillon apré&s cuisson Mme

L'indice texturomeétrique est défini ainsi :

= force appliquée a mi-hauteur de l'échantillon
Lg = hauteur initiale de 1l'échantillon
(La démonstration de la formule établie par NECIBI (1982) figure en

annexe)

- - —— - e . e e wn S e wm WS W v e e -

La méthode de dosage utilisée est celle décrite par DYER et MONN-
SEY (1945).
50g de pulpe sont broyés pendant 1 min. avec 50 ml d'eau distillée

et 100 ml d'acide trichloraétique. Aprés filtration, une partie ali-
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quote d'extrait est diluée a 10 ml, on y ajoute 1 ml du réactif cui-
vre réalisé comme ci-apreés et 10 ml d'une solution de sulfure de car-
bone & 10% dans le benzéne. Aprés agitation, la réaction colorimétri-
gue se fait au bain-marie a 40-50°C pendant 5 min.

1 ml d'acide acétique & 30% est adoitionné. Le mélange est trés
fortement agité. Aprés décantation, la phase benzene est séchée avec
environ 0,4g de sulfate de sodium anhydre et sa densité optique a
440 nm est mesurée.

Les résultats sont exprimés en pourcentage de diméthylamine dans
la pulpe en g/100g.

Réactif cuivre : 20g d'acétate d'ammonium
0,2g de sulfate de cuivre
30 ml d'eau distillée
10g d'hydroxyde de sodium dans 25 ml d'eau dist~
20 ml d'hydroxyde de sodium
amener a 100 ml '
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Nous avons choisi de travailler sur des solutions de protéines
musculaires pour transposer plus facilement les résultats obtenus in
vitro a la pulpe non lavée.

Le degré de dénaturation est évalué par l'indice de solubilité.
L'insolubilisation des protéines est tr&s rapide au cours du temps,
ainsi l'indice de solubilité constitue un indicateur tres sensible.

Dans les conditions utilisées, l'héxamétaphosphate et le sorbitoli
ainsi que leur combinaison, ne ralentissent pas la vitesse d'insolubi
lisation des protéines contrairement aux résultats concernant le sors
bitol établis par NOGUCHI et MATSUMOTO (1976). Mais ces résultats ne
sont pas tout & fait comparables : en éffet, les Japonais travaillent\
sur des systémes surimi (la pulpe est lavée intensivement; les proté-
ines sarcoplasmiques ainsi qu'une partie des enzymes et de l'o*yde.de
triméthylamine sont en partie é¢liminées) et utilisent pour leurs es-
sais in vitro des solutions d'actaomyosine,.

Dans nos essais (Tableau I), 1'EDTA montre par contre un effet
cryoprotecteur trés marqué que NOGUCHI et "ATSUMOTO (1971), TRAN et
HAN-CHING (1981) avaient déja noté.

De méme, le pyrophosphate ralentit la vitessé d'insolubilisation

des protéines. Le pyrophosphate, d'apr&s HAMM (1971) chélate les ions
2+

Mg selon le schéma suivant :
Pn - M92+ - Pn + PB Pn - Mg - PP+ Pn
Pn = protéine. et PP = pyrophosphate

I1 tend & rompre les liaisons intermoléculaires entre les protéi-
nes et augmente ainsi la capacité de rétention d'eau. L'action du
pyrophosphate a é¢té largement démontrée par de nombreux auteurs de-

puis HAMM.

Russi, malgré son pouvoir cryoprotecteur apparemment inexistant,

l'héxamétaphosphate reste intéressant dans l'optique d'un emploi pour
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un entreposage prolongé puisqu'il peut donner par hydrolyse du pyro-
phosphate.

Le citrate ralentit tres faiblement la vitesse d'insolubilisation
des protéines.

Le pyruvate (Tableau 1) est également_cryoprotecteur pour les
protéines en solution. TRAN (1974) l'avait déja souligné lors d'essais
sur des homogénats de cabillaud.

Toutes les combinaisons testées ne montrent pas d'effet apparent
de synergisme pulsque l'indice de solubilité des mélanges est voisin
de celuil du cryoprotecteur le plus fort du mélange. Mais le niveau de;
cryoprotectzon est peut-étre le maximum atteint dans ces conditions. |
I1 faudrait tester si, par exemple, la combinaison pyruvate-pyrophos-
phate améliore l'indice de solubilité.

Au regard de ces résultats ol seuls, 1'EDTA, le pyrophosphate et
le pyruvate semblent cryoprotecteurs dans les solutions de protéines
musculaires, nous avaons envisagé certaines combinaisons dans la pulpe

Sur les graphiques de la fig.1, l'indice de solubilité des proté-
ines dans la pulpe diminue rapidement dés la deuxiéme semaine d'entrei
posage. L'indice de solubilité est un bon indicateur pour déterminer
la durée de vie du produit et, méme s'il atteint des valeurs faibles
trés rapidement, du moins indique-t-il pendant les premieres semaines
la tendance des agents cryoprotecteurs a ralentir plus ou moins la
vitesse d}insolubilisation des protéines. Il faut souligner que le
fait d'additionner des cryoprotecteurs (& raison de 100 ml/kg de pul-:
pe) "dilue" les protéines et ainsi diminue d'autant 1l'indice de solu-
bilité par rapport aux échantil;ons—témoins. Le niveau des cryoprotec-
teurs des échantillons est donc en réalité plus élevé que celui mesu-
ré.

Seul le sorbitocl ou le mélange sorbitol-pyruvate ou pyrophosphate
ou le mélange ternaire semblent ralentir la vitesse d'insolubilisatio:
des protéines. Le sorbitol, en augmentant la phase liquide résiduelle

limite la dénaturation des protéines dans la pulpe, alors que dans un
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systéme tel que les solutions musculaires oU les protéines sont di-
luées et en solution, le sorbitol ne parait pas agir.

NOGUCHI et MATSUMOTO (1975° & 1976) ont beaucoup étudié le sorbi-
tol dans le surimi, et ils ont contasté que le sorbitol a 2% est cryo-
protecteur, en particulier en combinaison avec les acides carboxyli-
gues et les acides aminés.

B'apres la fig.2, le sorbitocl semble améliorer également la capa-
cité émulsifiante des protéines. le pyruvate, ainsi que les mélanges
EDTA-pyrophosphate et EDTA-citrate maintiennent également une capacite
émulsifiante supérieure a celle des témoins.

La mesure de la capacité émulsifiante est en partie fonction de le¢
solubilité des protéines puisqu'elle se fait sur un extrait dezproté-
ines musculaires solubles dans les solutions salines. ARussi, le résul-
tat obtenu pour le sorbitol n'est pas surprenant pulisque le sorbitol
ralentit l'insolubilisation des protéines dans la pulpe.

Le citrate et le pyrophosphate sont des chélatants et des émulsi-
fiants reconnus et utilisés dans l'industrie alimentaire (Principles
of Food Science), mais curieusement ils semblent n'@tre efficaces qu'
en présence de 1'EDTA dans nos essais. Nous pouvons faire l'hypotheése
suivante : 1'EDTA étant un puissant chélatant, les ions inorganiques
de la pulpe seraient complexés préférentiellemeﬁt par 1'EDTA; le ci-
trate ou le pyrophosphate resteraient alors non complexés et auraient
un pouvoir émulsifiant qu'ils n'auraient peut-étre pas s'ils étaient
a l'état de complexes.

Seuls les mélanges (figure 3) pyruvate-pyrophosphate et sorbitol-
pyruvate-pyrophosphate améliorent 1l'indice texturométrique par rappor
au témoin. TRAN (1975) note l'effet texturisant du pyruvate dans la
pulpe. L'augmentation de la capacité gélifiante et de rétention d'eau
des protéines par les polyphosphates est bien connue. Ici, la combi_
naison pyruvate-pyrophosphate parait intéressante par rapport au py-
ruvate ou au pyrophosphate employés seuls.

En résumé :
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- Le sorbitol, seul ou en combinaison binaire et fernaire avec
le pyrophosphate et le pyruvate ralentit la vitesse d'insolubilisatior
des protéines.

- Le sorbitol et les combinaisons EDTA-citrate et EDTA-pyrophos-
phate semblent augmenter la capacité émulsifiante des protéines.

- Seuls les mélanges pyruvate-pyrophosphate et sorbitol—pyruQate-
pyrophosphate paraissent améliorer la texture de la pulpe aprés cuis-
saon.

£n conclusion, les combinaisons mettant en jeu le sorbitol, le
pyrophosphate et le pyruvate semblent intéressantes et méritent d' &tre.
approfondies. |

Nous constatons que le. niveau de cryoprotection dans la pulpe est
nettement plus bas gue dans les solutions musculaires. lLes résultats
in vitro ne sont donc pas toujours transposables a un systéme complexe.
tel gue la pulpe car tous les facteurs, en particulier ceux de dénatu-
ration ne sont pas integrés dans les solutions in vitro.

Russi, avons-nous réalisé¢ de nouveaux essails in vitro en étudiant
l'effet de l'addition de quatre types de dénaturant :

- un ion métallicue, l'ion cuivrique;

- un acide gras, le linoléate;

- le malonaldéhyde, produit d'oxydation des acides gras
poly-insaturés;

- le formaldéhyde, produit d'hydrolyse de l'oxyde de trimé-‘
thylamine.

L'ion cuivrique & 0,005% (Tableau III) accélére dés les premi&res
semaines l'insolubilisation des protéines. CASTELL et col. (1970) ont
constaté que 10 & 50 ppm. (0,001 & 0,005%) d'ions métalliques, en par

2+ Cr7+ 2+

ticulier Cu™ ', n2+,

y S

Cd causent une rapide diminution de la
solubilité des protéines dans des homogénats de muscle de poisson.

Le pyrophosphate et le pyruvate ne montrent aucun effet cryopro-
tecteur contre l'action dénaturante du cuivre alors que 1'EDTA en ché

latant les ions cuivriques retarde l'insolubilisation des protéines.
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Signalons que la concentration normale en cuivre dans’le cabillaud
entier est environ 0,7 & 1 mg/Kg; il serait interéssant de connaitre
les teneurs dans la pulpe en fonction du mode de récupération.

Le linoléate & 0,25% et du malonaldéhyde & 0,04% ne sont pas dé-
naturants dans les conditions utilisées. HANSON et OLLEY (1965) ont
constaté que les effets immédiats des acides gras libres sur les pro-
téines sont obtenus seulement aux pH alcalins de 7,2 alors qu'a 6,4 -
6,8, le Na-linoléate ou l'acide linoléigue ne causent pas de précipi-
tation immédiate des protéines dans les homogénats de cabillaud. Tan-
dis que JARENBACK et LILJEMARK (1975) notent que la présence dfenviror.
8 micromoles d'acide linoléique par g de muscle (environ 0,24%) pro- |
vogue une baisse de 90% de la quantité de protéines solubles dans les
solutions de myofibrilles. Il est possible que la présence des protéi-
nes sarcoplasmiques contribue & diminuer l'action dénaturante des aci-
des gras.

L'effet dénaturant du formaldéhyde & 0,01% (figure 4) n'est pas
tres marqué. Cependant une certaine tendance & l'insblubilisation ap-
parait vers la 8°7€ cemaine. Par ailleurs OHNISHI et RODGER (1980)
ont constaté que le formaldéhyde est dénaturant & 0,005% dé&s la pre-
miére semaine dans des extraits de prd£éines myofibrillaires stockés
é‘—29°C. De plus, ils ont établi gue plus la concentration en formal+
déhyde%ﬁgﬁag'la perte de solubilité est importante.

Par contre, nous constatons que le formaldéhyce a 0,04% (figure 5
tableaux III et IV) insolubilise rapidement les protéines des solu-
tions musculaires, qu'il y ait ou non des cryoprotecteurs.

SIKORSKI et col. (1975) ont trouvé que l'addition de 80mg de form-
aldéhyde pour 100g de protéines a la chair hachée de cabillaud réduit
l'extractibilité des protéines myofibrillajires de 40% apres 1 heure
& +2°C; environ 80% du formaldéhyde ajouté ne sont pas retrouvés apré:
10 Jjours a -20°C.

CHILDS (1973) a étudié l'interaction du formaldéhyde avec les pro

téines musculaires de poisson in vitro. Dans ses essais, 0,2% de for-
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maldéhyde est nécessaire pour observer la méme diminution de l'ex-
tractibilité des protéines que dans les travaux de BABBITT et col. ou,
rappelle-t-il, 0,003% de formaldéhyde dans la pulpe suffit}’Ces ré- .
sultats suggérent, toujours d'aprés CHILDS, que le formaldéhyde a peu
d'effet sur la perte d'extractibilité dans la pulpe (la perte de solu-
bilité n'est pas due alors au formaldéhyde) ou alors que le formaldé-
hyde est plus efficace en tant que dénaturant dans la pulpe que dans
les solutions oe protéines.

Ainsi, les différences de niveaux de cryoprotection observées en-
tre les essals de combinaison des cryagprotecteurs in vitro et dans la
pulpe sont probablement en partie dues & la réaction des protéines ave
le formaldéhyde. DRAPER et col. (1966) notent qu'approximativement 62%
de la variation totale de l'extractibilité peu@ent eétre imputés au
fofmaldéhyde.

Afin d'apprécier indirectement la formation de formaldéhyde dans
la pulpe, nous avons mesuré le pourcentage de diméthylamine dans la
pulpe additionnée des cryoprotecteurs et des mélanges de cryoprotec-
teurs et entreposée 4 mois & -18°C (le clivage de l'oxyde de triméthyl
amine donne en guantité stoechiomeétrique le formaldéhyde et la dimé=
thylamine). Les pourcentages de formaldéhyde sont calculés & partir
des pourcentages de diméthylamine et sont donnés en g/100g. Les résul-
tats sont réunis dans les tableaux V a VIII.

Les pourcentages de formaldéhyde formé sont tres importants par
rapport & ceux constatés dans les filets de cabillaud (par exemple,
les analyses des filets conservés 1 an a -30°C a 1'I.5.T.P.M. donnent
en général des concentrations voisines de 0,001%). MACKIE et THOMPSON
(1974) ont trouvé de méme que, la décomposition de l'oxyde de trimé-
thylamine est en moyenne dix fois plus importante dans la pulpe de
cabillaud récupérée a partir des résidus de filetage et stockée &
-15°C que dans les filets intacts. Ils ont montré également que 1'ac-
cumulation de formaldéhyde est nettement moing élevée dans la pulpe

lavée que dans la pulpe brute.
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Curieusement, 1'EDTA qui montre un pouvoir treés cryoprotecteur
dans les solutions de protéines musculaires favorise ici la formation

de diméthylamine dans la pulpe. Cette remarque s'applique également
aux mélanges avec 1'EDTA et peut alors expliquer en partie les diffé-
rences observées entre les résultats in vivo et in vitro. SPINELLI et
KOURY (1979) notent que 1'tDTA et le fer ferreux accélérent la forma-
tion de diméthylamine dans les homogénats (les différences de teneurs
en diméthylamine observées pour les échantillons témoins entre les
séries seraient peut-&tre duesen partie & la teneur initiale en Fel?*
dans la pulpe). Ces auteurs ont proposé un mécanisme de formation du
formaldéhyde lorsque 1'EDTA et le fer sont additionnés ensemble : la
configuration moléculaire du fer n'interviendrait pas mais la réaction
serait plutdt due au fait que la chélation du fer ferreux par 1'EDTA
augmente le potentiel d'oxydo-réduction de -0,77V a +0,10V et libere
l'électron. Si l'oxyde de triméthylamine agit comme un récepteur d'é-
lectron, la diméthylamine peut étre formée par voie non enzymatique
comme le schéma réactionnel ci-dessous :

FH CH

3 i3
CHy - N=0 + e+ A" 5 CHy - N" 4 07 4+ 2H"
o ‘ : -
CH, CH,
e CHo
CH., -'w + H,0 — 5 CHy = N
CH, CH,OH
CHa 3 n
CHy - N —_— NH + H-C-H
CH,, OH CH, ~

KELLEHER et col. remarquent gue le taux de .formation de la dimé-
thylamine est significativement plus important dans la pulpe ayant ét:
trempée dans un opain de polyphosphates que dans le -témoin. 0Or, con-
trairement a ces résultats, la temeur en diméthylamine cans la pulpe
additionnée dans nos essals d'héxamétaphosphate et de pyrophosphate

est trés voilsine de celle du témoin.
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Le pyruvate semble favoriser comme 1'EDTA, la formation de dimé-
thylamine. Dans 1l'état actuel des connaissances, NOUS Ne pouUvoNs pas
encore l'expliquer. SPINELLI et KOURY (1981) ont proposé un schéma de%
formation de la diméthylamine par les catabolites de la cystéine qui |
réagissent avec l'oxyde de triméthylamine; schéha dans legquel le py-

ruvate est indirectement impliqué.

H2 - % - SH
H - ? - NH2
C =20
1
OH
Cystéine
L OX. enzyme
H2 - ? -5 - 0OH
H - ? - NH2
C=20
{
OH
Acide cystéine
sulfénique 0 0
1 ox I
H, - C -6 -04 2% | H,-C -5 - OH
ox. enzyme 2 [ 2 I
. CH2 enzyme J
i ALY S SO :
H, - C - S - OH ~ e NH.. € - H,
2 | ac‘OO* 2
c
H - C - NH, ge Hypotaurine Taurine
[
C =20 0
! O Ho = C - 8 - OH
OH & & 2 ‘ i
Acide cystéine ?ed 0
sulfinique o= G - N
l C=20
|

%HS OH

o-—-0 -0
H
o

H

Acide pyruvique
Schéma du catabolisme de la cystéine
Ainsi, des substances telles que 1'tDTN et le pyruvate qui étaien-

cryoprotecteurs dans les essais in vitro, potentialisent en fait la



-21-
formation de formaldéhyde. Les résultats pour les essails de combinai-
sons in vitro sont donc difficilement transposables. L'élimination de
l'oxyde de triméthylamine et d'une partie des enzymes en méme temps
que les protéines sarcoplasmigues lors du lavage intensif de la pulpe
par les Japonais.peut expliquer en partie la différence d'efficacité
de cryoprotection entre les résultats japonais et les résultats obte-

nus pour la pulpe non lavée.
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L'EDTA, Le pyrophosphate, le pyruvate et dans une moindre mesure
le citrate, ralentissent la vitesse d'insolubilisation des protéines
en solution de fagon significative; dans les conditions utilisées de
ce systeéme modele, les mélanges de substances n'ont pas fait apparaitr
une amélioration de la cryoprotection qui était déja trés appréciable
en présence d'un cryoprotecteur unique.

Dans la chair hachée, certains mélanges mettant en jeu le sorbitof
le pyruvate et le pyrophosphate paraissent intéressants pour diminuer
la vitesse d'insolubilisation des protéines, pour augmenter la capaci-
té émulsifiante et améliorer la texture de la pulpe; ils méritent d'é-
tre i‘dbjé£~d'études plus approfondies.

Le niveau de cryoprotection est trés inférieur dans la pulpe par
rapport aux solutions musculaires. Cette différence est vraisemblable-
ment due & la formation importante de formaldéhyde dans la pulpe.

De plus, certains agents comme 1'EDTA et le pyruvate semblent favori-
ser plus ou moins cette formation.

Les cryoprotecteurs sont pratiquement inefficaces en présence de
formaldéhyde ajouté (0,04%) en solution, et probablement d&s que le
formaldéhyde est formé en gquantité suffisante dahs la pulpe.

TOKUNOGA (1974) a constaté que le clivage de l'oxyde de triméthyl-
amine en formaldéhyde est inexistant a -40°C. Une des solutions pour
préserver la pulpe de l'action dénaturante du formaldéhyde serait
alors de l'entreposer 3 basse température, mais c'est une voie ‘peu en-
visageable du point de vue économique.

La connaissance approfondie du mécanisme de formation du formaldé.
hyde permettrait peut-étre d'envisager l'emploi de substances qui se-
raient capables d'inhiber partiellement, de ralentir ou de retarder

la formetion de ce puissant dénaturant.



TABLEAU I - Indice de solubilité des solutions de protéines

musculaires additionnées de un ou plusieurs cryoprotecteurs.

WNES
— g 1 2 3 4
ADDITIFS T ;
—~
Témoin § 0,99 0,76 0,51 0,37
Sorbitol 0,96 0,79 0,48 0,40
Citrate ' 1,04 0,71 0,55 0,42
Héxamétaphosphate g, 96 0,65 0,40 0,35
Pyrophosphate 1,02 0,82 0,72 0,74
EDTA 1,07 0,97 0,89 a, 86
Sorbitol + citrate 1,02 0,79 0,61 0,42
Sorbitol + EDTA 1,18 0,93 0,89 0,90
Sorbitol + héxa. 0,99 0,83 0,45 0,35
Sorbitol + pyro. 1,00 0,87 0,70 0,66
Sorb. + cit. + EDTA 1,02 0,93 0,97 0,92
Sorb. + cit. + héxa. | 1,01 0,78 0,57 0,43
Sorb. + pyro. + EDTA{ 1,03 0,98 0,89 0,94
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TABLEAU II - Indice de solubilité des solutions de protéines

musculaires additionnées de un ou plusieurs cryoprotecteurs

et entreposées a - 20°C.

T _SEMAINES § |
e 1 2 4 6 |
ADDITIFS T %

Témoin 0,82 % 0,79 0,46 0,36
Sorbitol 0,88 % 0,79 0,51 0,37
Pyruvate o,82 ; 0,83 0,75 0,49
EDTA g 0,95 0,87 o, 81 0,87
Héxamétaphosphate g 0,86 0,75 0,42 8,38
Sarb. + pyruvate % 0,97 - 0,84 0,88
Sorb. + héxaméta. % 0,95 0,90 0,88 0,89
Sorb. + pyru. + EDTA é 0,95 0,90 0,88 0,89

Sorb. + pyru. + héx. 0,84 0,80 a,76 0,58 g
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Indice de solubilité
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Indice de solubilité des protéines de la pulpe de

cabilleud acditionnée de cryoprotecteurs et stockée & -18°C.
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ml huile/g pulpe’

Capacité émulsifiante
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FIGURE 2 - Capacité émulsifiante des protéines de la

pulpe de cabillaud,
stockée a -18°C,

additionnée de cryoprotecteurs et
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o Témoin
9,5 + Faormaldéhyde a 0,319

A Pyruvate

9 Pyruvate + farmaldéhyde
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FIGURE 4 - Ingice de solubilité des protéines dans le cas al
e formaluéhydge est additionné a 2,017 aux solutions de pro-

[

1
teines musculaires,avec Qu sans gyruvate.

Incice de solubilité

9,5
o Témoin
3 + Formaldéhyde a 0,047
1 ‘\\\\\\\ o Pyruvate
7 ¢ Pyruvate + formaldéhyd
g,1

Semailnes

} I i I
+ t t - T

Il n
A T

1 2 2 4 5 6 7 3
FIGURE 5 - Indice de solubilité des protéines dans le cas ol
le formalaéhyde est ajouté a 0,047 aux solutions de protéi-

nes musculaires avec ou sans pyruvate.
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TABLEAU III - Indice de solubilité des solutions de protéines
musculaires en présence de cryoprotecteur et de dénaturant
(Linoléate L=0,25% ; Formaldéhyde F=0,04% ; Malonaldéhyde
M=0,04% ; Sulfate de cuivre Cu=0,005% )

T _SEMAINES
Aog;;;;;\‘\\\m\~ ? : ) !
Témoin 0,87 % 0,80 0,65 0,41
Formaldéhyde (F) 0,40 § 0,38 0,35 0,33
Malonaldéhyde (M) 0,85 | 0,81 0,67 0,37
Sulfate de Cu (Cu) 0,88 0,49 0,39 0,38
Linoléate (L) 0,88 | 0,73 0,54 0,34
. Pyruvate 0,88 i 0,79 0,80 -
% Pyruvate + F 0,39 ! 0,42 0,38 0,26
% Pyruvate + M 0,90 | 0,79 0,90 0,73
% Pyruvate + Cu 0,66 | 0,58 0,50 0,35 !
g Pyruvate + L 0, 88 0,71 0,80 0,69 é
v Pyrophosphate 0,88 0,79 0,84 0,72 ;
| Pyrophosphate + F 0,54 0,50 0,36 0,23 |
% Pyrophosphate + M g,87 0,80 6,84 0,61
Pyrophosphate + CU 0,77 0,57 | 0,54 0,23
Pyrophosphate + L 0,90 . 0,88 0,82 -
; EDTA 0,92 - 0,85 | 0,7 §
| EDTA + F 0,38 0,38 0,33 i 0,17 i
§ EDTA + M 0,92 é 0,88 § 0, 86 0,76 |
| EDTA + Cu 0,92 % 0,84 § 0,87 g 0,64 !
EDTA + L 0,92 0,88 0,91 0,77
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TABLEAU IV - Indice de solubilité des solutions de protéines
musculaires avec un cryoprotecteur, seul ou en présence du
formaldéhyde & 0,04%.

T~ _SEMAINES
T 0 2 4 7

ADDITIFS T

Témoin 0,92 0,88 0,82 0,72
Formaldéhyde (F) 0,96 0,67 a, 31 0,25
Sirop de glucose 0,89 0,92 0,84 0,73
Sirop de glucose + F 0,95 0,63 0,30 0,24
Maltodextrines MDOG 1,04 0,95 0,79 0,62
MDOS + F 0,986 0,77 0,31 0,27
Maltodextrines MDO1 1,01 g, 98 0,84 0,71
MDO1 + F 1, 04 0,59 0,26 0,23
Glutamate 0,99 0,96 g,90 0,84
Glutamate + F 1,01 g, 70 0,27 | 0,29
Citrate 1,09 0,92 0,94 0,87
Citrate + F 1,03 0,67 0,32 0,29
Héxamétaphosphate 1,01 g, 93 0,87 0,75
Héxamétaphosphate + F| 0,98 0,60 0,19 g,26
Pyruvate ag,97 1,05 0,93 0,88
Pyruvate + F 0,94 0,66 0,31 0,27
Pyrophosphate 0,92 0,87 \ 0,90 0,82
Pyrophosphate + F 0,89 i 0,69 0,42 0,31
EDTA 0,95 ; 0,97 0,91 i 0,93
EDTA + F f 0,96 E 0,70 | 0,26 | 0,25




Tableau' V - Pourcentages en diméthylamine et en formaldéhyde

dans la pulpe additionnée de cryoprotecteurs et entreposée 3 -18

% Diméthylamine % Formaldéhyde
calculé
Témoin J.017 0.011
Héxamétaphosphate 0.022 0.014
Sirop de glucaose 0.023 0.015
Maltodextrines MDO5 0.017 0.011
Glutamate 0.018 0.012

-Tableau VI- Pourcentages en diméthylamine et en farmaldéhyde dans

la pulpe accitionnée ce cryoprotecteurs et entreposée a -18°C,

7 Diméthylamine 7 Formaldéhyde
calculé
T¢moin 0.026 g.017
Sorbitol 0.941 0.027
Citrate 0.022 0.021
EDTR 0.059 0.038
Pyruvate 0.048 0.021
Pyrophosphate 0.027 0.018




-37 -

Tableau VII- Pourcentages en diméthylamine et en formaldéhyce
dans la pulpe additionnée de mélanges de cryoprotecteurs et en-

treposée & -18°C.,

% Diméthylamine % Formaldéhyde
calculé
Témoin 0.07%6 0.022
Sorbitol + pyruvate 0.040 0.026
Pyruvate + EDTA 0.045 0.029
Pyruvate + pyraphos. g.041 0.027
Sorb. + p;ruva. + EDTA b.OdS 3.029
Soro. + pyru. + pyro. 7.044 0.029

Tableau VIII- Pourcentages en diméthylamine et en formaldéhyde
dans la pulpe additionnée de mélanges de cryoprotecteurs et en-

reposée a -18°C,

7 Diméthylamine % Formaldéhyde

calculée

Témoin 0.029 0.019
Sorbitol + EDTR 3.050 J.323
Uyrophosphate + LDTR 0,046 0.020
Citrate + EDTPR 0.047 0.021
Sorbitol + pyrophos. 0.072 2.022

~
\0

Sorb. + pyrophaos. + EDTH 0.0 0.022
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A NNEXE : Démonstration de la formule donnant l'indice textu -

rométrique (NECIBI 1982)

lLa force appliquée pour compresser le cylindre permet de définir

un indice texturométrique (I T) :

LO~¥ L L = hauteur apres déformation
: L
I T = 0 LO= hauteur initiale
=
; FF = force appliguée donnée par le graphique
S = section du cylindre
_ /2 _ )

Si L = LD/2 , On note F alors 1 T = 1/2 Fﬁ/z

En supposant la conservation de volume, nous pouvons écrire :

<
e

2S

OL0 = SL et L = 1/2LU donc S 0
Nous avons aussi V = SDLD'
51 on admet gue : - la perte de poids est due & la perte d'eau

- il y a environ 80% d'eau et 20% de protéines

masse spécifique de la chair cuite

N
0

_ 3
Geau 1g/cm -
€ pp = 1,5g/cm
e .08y _ (Mg My g, 0,205y g g
M M
e oM _0,2my 0,20, e
M M
€ =1 + 0,105 et si, My = 20g alors =1+2
M M
- O —_ _
Vv = dOLO et 50 = 1/25 alors V = 1/?SLO
et =M donc V = Mfp = 1,,5L alors S = 20
/v € /2770 Clyg

donc I T =1 2 = 1 -—%m—— = —7m——
n = =



