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Avant-propos 

 

La fraîcheur est un paramètre déterminant de la qualité sanitaire du poisson. S’agissant 

d’une matrice très altérable, l’évaluation objective de sa fraîcheur est essentielle pour les 

opérateurs de la filière mais également pour les services d’inspection. Il convient donc de 

disposer d’outils performants pour déterminer précisément le niveau d’altération. L’objectif 

est de proposer une méthode qui permet de déterminer la qualité des poissons de manière 

fiable et objective dès les premiers stades d’altération. 

 

Contexte socio-économique 

La consommation annuelle des produits aquatiques est passée de 12 kg par personne en 

1975 à 25 kg/personne en 1988 pour atteindre actuellement environ 35 kg. La production 

française des produits de la pêche est d’environ 800 000 tonnes pour une valeur de 1 025 

M€ correspondant à 38 000 emplois directs intervenant dans la filière depuis la pêche 

jusqu’à la transformation. 

 

Enjeu régional 

Le port de Boulogne sur mer est le premier port de pêche français mais aussi le premier 

centre européen de transformation des produits de la pêche. Cette activité économique est 

primordiale pour la Région Nord Pas de Calais. Cette filière est depuis une dizaine d’années 

en pleine mutation à la fois pour faire face aux problèmes de ressources mais aussi pour 

s’adapter aux marchés concurrentiels. Toutes les forces en présence (chambre de commerce 

et d’industrie, communauté d’agglomération, département et région) se mobilisent pour 

soutenir cette filière. Le pôle de compétitivité « AQUIMER » permet aussi de faire le lien 

entre les différents acteurs régionaux et nationaux (industriels, chercheurs,…). La création 

d’une unité mixte technologique (UMT) regroupant un centre technique (Haliomer), l’Anses, 

l’université du Littoral Côte d’Opale, et Ifremer renforce aussi la synergie des partenaires 

scientifiques dédiés à cette filière à Boulogne sur mer. 
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Enjeu sanitaire  

A Boulogne sur mer, le laboratoire des produits de la pêche de l’Anses développe des sujets 

de recherches en microbiologie, en physicochimie et en parasitologie. La construction d’un 

nouveau laboratoire en 2008 (avec le soutien du Conseil régional, de la Communauté 

européenne, de la Communauté d’agglomération de Boulogne sur mer et du Conseil 

général) témoigne de l’intérêt reconnu de ces activités de recherche sur les produits de la 

pêche face aux enjeux sanitaires nationaux. Le laboratoire est accrédité par le Cofrac pour 

ses démarches qualité en microbiologie et en physico-chimie. Il est par ailleurs laboratoire 

national de référence pour l’histamine et Vibrio.  

Il est important d’ajouter également que la direction scientifique de l’Anses soutient la 

thématique qualité-fraicheur des produits de la pêche. L’Anses a validé le sujet de la thèse et 

participe à son cofinancement. 

 

Partenaires - collaborations 

Le laboratoire dans lequel se déroule la thèse est un partenaire de «  l’UMT 08 : fraîcheur et 

qualité des produits aquatiques » qui bénéficie d‘un financement régional ARCIR sur cette 

thématique (ces démarches ayant été labellisées par le pôle Aquimer). Au niveau national, 

nous avons des contacts avec l’Ifremer de Nantes qui aborde aussi la qualité mais sur des 

matrices différentes et l’INRA de Clermont Ferrand qui possède des compétences 

analytiques reconnues sur les composés volatils étudiés. Au niveau international, le 

laboratoire participe activement au groupe de travail physico-chimie du WEFTA (association 

de laboratoires européens travaillant sur la qualité des produits de la mer).  

 

Contexte de la thèse 

Le travail de cette thèse rentre dans le cadre d’un des axes de Recherche du Laboratoire de 

Boulogne sur mer qui porte sur l’évaluation de l'altération du poisson par des marqueurs 

chimiques. Le projet a été financé durant 3 années (2008-2011) par un cofinancement de la 

Région Nord Pas de Calais et de l’ANSES et a été dirigé par un comité de pilotage constitué 

du Dr Ossarath Kol (Unité de Glycobiologie Structurale et Fonctionnelle - UMR CNRS 8576), 

du Dr Pierre Malle (Directeur du Laboratoire des produits de la pêche - ANSES de Boulogne 

sur mer), du Dr Assi N’Guessan (Laboratoire Paul Painlevé - UMR CNRS 8524 & Ecole 
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Polytechnique Universitaire de Lille), du Dr Frédéric Krzewinski (Unité de Glycobiologie 

Structurale et Fonctionnelle - UMR CNRS 8576) et du Dr Guillaume Duflos (Directeur adjoint 

et responsable de l’unité physico-chimie du Laboratoire des produits de la pêche - ANSES de 

Boulogne sur mer). 
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Introduction 

 

Le poisson est essentiellement consommé à l’état frais. En effet, le poisson frais est 

l'élément le plus important aussi bien sur les marchés locaux qu’internationaux. Il est 

impossible d’obtenir un produit sain et de qualité à base de poisson si l’opérateur n’utilise 

pas un poisson frais comme matière première. Ce concept de base est nécessaire pour que 

les marchés en produits de la mer soient approvisionnés en produits de bonne qualité.  

 

Les poissons sont caractérisés par une diversité d’espèces très importante. Pour comprendre 

la complexité des mécanismes d’altération, il faut ajouter à cette variabilité des substrats 

l’hétérogénéité des microflores bactériennes dont la composition est essentiellement liée à 

l’origine des poissons et à leur environnement. Les premiers changements survenant post 

mortem dans le poisson sont dus aux enzymes tissulaires et digestives et à l’oxydation des 

lipides, c’est ensuite le développement bactérien qui est le responsable essentiel de la 

dégradation du poisson. L’altération met en jeu un ensemble de processus microbiologiques, 

chimiques et physiques. Plusieurs approches permettent d’évaluer le niveau d’altération ou 

de fraîcheur du poisson. Elles sont d’ordre sensoriel, microbiologique et chimique.  

 

La fraîcheur étant le paramètre déterminant de la qualité sanitaire du poisson, son 

évaluation objective est essentielle. Dans ce contexte, le travail de cette thèse porte sur la 

mise en place d’un outil performant pour déterminer précisément la qualité des poissons de 

manière fiable et objective dès les premiers stades d’altération.  

 

Dans un premier temps, l’état des connaissances sur la qualité en général du poisson du fait 

de sa composition particulière (chapitre I) sera présenté, ainsi que les changements 

(sensoriels, autolytiques, microbiologiques, lipidiques) post-mortem du poisson influençant 

sa qualité (chapitre II). Dans un second temps, les différentes méthodes (sensorielle, 

physique, microbiologique, chimique et biochimique) de caractérisation de la qualité du 

poisson (chapitre III) seront passées en revue. Par rapport à toutes ces méthodes déjà mises 

en place qui ont leurs qualités et leurs limites, nous avons décidé de développer l’étude des 

composés volatils de la chair du poisson parallèlement à des analyses sensorielles pour 
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caractériser la qualité du poisson. Une description détaillée sera exposée sur les composés 

volatils (chapitre IV) du poisson incluant leurs rôles sur le développement de l’arome et de 

l’odeur du poisson, leurs structures, leurs fonctions chimiques et leurs provenances. Seront 

présentées d’autre part les différentes méthodes d’analyse des composés volatils (méthodes 

d’extraction et outils analytiques). Dans ce même chapitre notre démarche d’étude des 

composés volatils sera développée : méthode d’extraction et d’analyse utilisée. Enfin la 

démarche de l’analyse statistique des résultats (chapitre V) sera présentée pour identifier 

des indicateurs potentiels de qualité (fraicheur et altération) et pour créer un modèle de 

prédiction de la qualité. 

  

Les résultats des travaux de thèse seront ensuite présentés en plusieurs parties à l’aide 

d’articles scientifiques.  

La première partie présentera une étude préliminaire montrant les résultats obtenus 

avec l’utilisation d’une méthode d’extraction et d’analyse des composés volatils de 

différents poissons (merlan, limande sole, maquereau et grande vive) mise en place au sein 

du laboratoire de l’ANSES (ex AFSSA) de Boulogne sur mer. A partir de ces résultats, une 

démarche statistique a été utilisée pour caractériser de potentiels marqueurs de qualité du 

poisson. Ces études ont été valorisées sous forme d’une publication avec l’analyse des 

composés volatils du merlan. 

La seconde partie décrira l’optimisation de la méthode d’extraction « Headspace 

Static – Solid Phase Micro Extraction (HS-SPME) » et de l’outil analytique « Gas 

Chromatography Mass Spectrometry (GC-MS) » des composés volatils de la chair du poisson 

à partir de la méthode existante. A partir de cette optimisation, une étude sera présentée 

sur les composés volatils de diverses espèces de poissons frais « bar commun, dorade royale, 

cabillaud, saumon » avec une analyse statistique permettant d’aboutir à un modèle de 

prédiction de la qualité du poisson. Dans ce même chapitre, une autre méthode d’analyse 

sera exposée « Dynamic Headspace – Purge and Trap (DH) » suivie d’une chromatographie 

gazeuse couplée à la fois à une spectrométrie de masse mais aussi à de l’olfactométrie (GC-

MS/8O). Ce volet fait l’objet d’une collaboration avec l’équipe de recherche de l’INRA de 

Clermont Ferrand / Theix sous la direction du Dr Jean Louis Berdagué où nous nous sommes 

intéressés aux odeurs du poisson.  
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La troisième partie sera consacrée à l’application de la méthode d’analyse des 

composés volatils en HS-SPME-GC-MS pour différencier : dans un premier temps un produit 

frais d’un produit ayant subi une congélation - décongélation et dans un second temps des 

crevettes cuites tropicales bioconservées ou non en collaboration avec l’Ifremer de Nantes. 

 

La dernière partie de cette thèse présentera une synthèse des conclusions de ces travaux et 

des perspectives à venir. 
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Généralités 

 

Chapitre I : La qualité du poisson 

 

La composition globale dans la plupart des poissons et crustacés est principalement de l’eau, 

des protéines et des lipides. Dans la chair du poisson, ces constituants représentent environ 

98%, et les autres constituants mineurs comprennent les glucides, les vitamines et les 

minéraux (Sikorski, Lolakowska et al. 1990). Cependant, la composition chimique du poisson 

varie généralement selon les saisons, les zones géographiques, les stades de maturité et la 

taille. La composition spécifique du poisson lui donne une qualité nutritionnelle et 

sensorielle que recherchent et apprécient les consommateurs.  

 

1. Les lipides  

Les lipides de poisson se distinguent des lipides d’autres animaux ou de végétaux par leur 

forte teneur en acides gras polyinsaturés (AGPI) de la série des oméga 3, notamment les 

acides eicosapentaenoïque (EPA) et docosahexaenoïque (DHA). Ces acides gras possèdent 

des propriétés nutritionnelles recherchées et sont impliqués dans la prévention des maladies 

cardiovasculaires, cancéreuses et inflammatoires (Rose and Connolly 1999; Kamal-Eldin and 

Yanishlieva 2002).  

 

1.1 Sites des dépôts lipidiques 

Chez le poisson, il existe plusieurs sites de dépôts lipidiques dont les principaux sont le foie, 

le muscle, le tissu adipeux périviscéral et le tissu adipeux sous cutané (Sheridan 1988). Cette 

répartition peut varier selon les espèces. La composition en lipides est un critère pratique de 

distinction des poissons. 
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Tableau I : Distinction de différentes espèces de poissons en fonction de leur teneur en lipides dans les muscles (en g 

de lipides pour 100g de muscle). D’après Ackman (1994). 

Poissons maigres (< 2 %) Poissons à taux 

intermédiaires 

(4-8 %) 

Poissons gras (> 8 %) 

Cabillaud Limande Sardine 

Lieu noir Turbot Maquereau 

Merlan Sole Saumon 

 

Les poissons maigres stockent principalement la matière grasse dans le foie (40 à 70 %); les 

muscles de ces poissons sont pauvres en lipides (5 %). Les poissons gras stockent une forte 

quantité des lipides au niveau musculaire. La teneur la plus élevée se situe vers la tête et 

diminue vers la queue et inversement pour les poissons maigres. En effet, la part de lipides 

présente dans les muscles, plus de 10 % des lipides totaux, est supérieure à celle trouvée 

dans le foie. Les graisses sont sous forme de globules gras extracellulaires dans les muscles 

et forment des couches sous la peau et dans la cavité abdominale (Corraze and Kaushik 

1999). Les poissons à teneur en lipides intermédiaire sont généralement des poissons plats 

qui accumulent leurs graisses dans le foie mais aussi dans leurs muscles et dans d’autres 

tissus tels que le tissu adipeux périviscéral.  

La teneur en lipides des muscles dépend de la nature du muscle considéré. Pour les poissons 

maigres, les muscles rouges contiennent environ deux fois plus de lipides que les muscles 

blancs. Pour les poissons gras comme le maquereau (Scomber australicicus), la teneur en 

lipides du muscle rouge atteint 19,6 g de lipides pour 100 g de muscle et celle du muscle 

blanc est de 3,9 g pour 100 g de muscle (Body and Vlieg 1989).  

La peau peut contenir de fortes quantités de graisses selon les espèces, jusqu’à 50 g de 

lipides pour 100 g de peau chez le maquereau. Les poissons gras, selon la saison, peuvent 

également présenter une importante couche de graisse sous-cutanée. La partie ventrale 

entourant la cavité viscérale et les tissus abdominaux sont généralement riches en lipides. 
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1.2 Nature des lipides 

La teneur et la composition lipidique des poissons varient avec l’âge, le cycle sexuel, 

l’alimentation et les facteurs environnementaux tels que la température et la salinité de 

l’eau (Corraze and Kaushik 1999). 

Les lipides des muscles des poissons maigres contiennent des triglycérides (35 % des lipides 

totaux) et une forte proportion de phospholipides (65 %) intimement associés aux protéines 

car constitutifs des membranes cellulaires. 

Dans le groupe des poissons gras, la teneur en lipides des muscles varie de 1 à 25 g pour 100 

g de muscle. Les lipides sont surtout constitués de lipides neutres, essentiellement des 

triglycérides. Les diglycérides et monoglycérides étant essentiellement issus de l’hydrolyse 

des triglycérides au sein du muscle sont présents en très faibles quantités. Les divers acides 

gras sont répartis d’une manière très hétérogène conduisant ainsi à une grande variété 

d’espèces moléculaires de triglycérides. Cependant, la répartition entre la position 2 et les 

positions 1 et 3 du glycérol est régie par la longueur des chaînes et l’insaturation : les acides 

gras les plus insaturés ou à plus courte chaîne occupent préférentiellement la position 2. 

Les lipides polaires, essentiellement des phospholipides, représentent de 10 à 20 g/100 g de 

lipides totaux. Ils jouent un rôle structural et fonctionnel dans les membranes cellulaires. Ils 

sont essentiellement représentés par la phosphatidyléthanolamine (plus de 30 % des 

phospholipides totaux), et la phosphatidylcholine (plus de 50 % des phospholipides totaux). 

Ces phospholipides contiennent généralement de fortes proportions d’acides gras 

polyinsaturés à longue chaîne. 

Le stéroïde le plus répandu est le cholestérol, sa teneur varie également en fonction des 

saisons ; pour le maquereau elle peut varier de 36,5 mg/100 g de chair en août à 61,9 

mg/100 g en juin (Krzynowek, Murphy et al. 1990).  
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2. Les protéines 
Les protéines des tissus musculaires du poisson peuvent être divisées en trois groupes :  

 les protéines structurelles (actine, myosine, tropomyosine et actomyosine), qui 

constituent de 70 à 80 % de la teneur totale en protéines (comparée à 40 % chez les 

mammifères). Ces protéines sont solubles dans des solutions salines de force ionique 

relativement élevée (0,5 M),  

 les protéines sarcoplasmiques (myoalbumine, globuline et enzymes) qui sont solubles 

dans des solutions salines neutres de force ionique faible (< 0,15M). Cette fraction 

représente de 25 à 30 % des protéines,  

 les protéines du tissu conjonctif (collagène) qui constituent environ 3 % des protéines 

chez les téléostéens et environ 10 % chez les sélaciens (comparé à 17 % chez les 

mammifères).  

 

Les protéines structurelles constituent le système contractile responsable du mouvement 

des muscles. La composition en acides aminés est approximativement la même que pour les 

protéines correspondantes dans le muscle des mammifères bien que les propriétés 

physiques puissent être légèrement différentes.  

La majorité des protéines sarcoplasmiques sont des enzymes participant au métabolisme de 

la cellule, comme la transformation anaérobie de l’énergie du glycogène en ATP. Si les 

organites à l’intérieur des cellules musculaires sont rompus, cette fraction de protéine peut 

également contenir les enzymes métaboliques situées à l’intérieur du réticulum 

endoplasmique, des mitochondries et des lysosomes. 

Les protéines dans la fraction sarcoplasmique conviennent pour différencier entre espèces 

de poisson car chacune développe un profil éléctrophorétique caractéristique quand elle est 

séparée par électrophorèse. La méthode a été présentée par Lundstrom (1980) et a été 

utilisée par de nombreux laboratoires et pour de nombreuses espèces de poissons.  

Les propriétés chimiques et physiques des protéines de collagène sont différentes dans les 

tissus tels que la peau, la vessie natatoire et le myocomme dans le muscle (Mohr, 1971). En 

général, les fibrilles de collagène forment une structure délicate en réseau avec une 

complexité variable dans les tissus conjonctifs suivant un schéma similaire à celui trouvé 

chez les mammifères. Cependant dans le poisson, le collagène est bien plus instable à la 



17 

 

chaleur et contient moins de liaisons croisées que le collagène des vertébrés à sang chaud. 

Le taux d’hydroxyproline est en général plus bas chez les poissons que chez les mammifères, 

bien que l’on ait pu observer une variation totale de 4,7 à 10 % du collagène (Braekkan 1976; 

Sato, Yoshinaka et al. 1989). 

Les protéines du poisson renferment tous les acides aminés essentiels et comme les 

protéines du lait, des œufs et de la viande, ont une très haute valeur biologique (Tableau II). 

 

Tableau II : Pourcentage d’acides aminés essentiels de différentes protéines 

Acide aminé Poisson Lait Boeuf Oeuf 

Lysine 8,8 8,1 9,3 6,8 

Tryptophane 1,0 1,6 1,1 1,9 

Histidine 2,0 2,6 3,8 2,2 

Phénylalanine 3,9 5,3 4,5 5,4 

Leucine 8,4 10,2 8,2 8,4 

Isoleucine 6,0 7,2 5,2 7,1 

Thréonine 4,6 4,4 4,2 5,5 

Méthionine-cystéine 4,0 4,3 2,9 3,3 

Valine 6,0 7,6 5,0 8,1 

Valeur biologique, source : Braekkan (1976)  

Le poisson est une excellente source d’acides aminés soufrés (méthionine et cystéine) et 

peut par conséquent, améliorer de façon significative la valeur biologique dans des régimes 

basés essentiellement sur les céréales.  

 

3. Les glucides 

Les glucides peuvent aussi être divisés en trois groupes : les sucres (mono- et disaccharides), 

les oligosaccharides (3 à 9 monosaccharides), et les polysaccharides (plus de 9). La teneur en 

glucides dans le muscle du poisson est faible (Mendel, Kemp et al. 1954; Schulz, Liese et al. 

2005) et est influencée par les conditions de capture, qui peut conduire à l’épuisement des 

réserves de glycogène et ainsi à une diminution du niveau de glucide. Dans les conditions 

anoxiques post mortem, le glycogène continu d’être métabolisé, résultant de l’augmentation 

de l’acide lactique avec l’abaissement du pH. 
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4. Les extraits azotés non protéiques 

Les extraits azotés peuvent être définis comme étant des composés de nature non 

protéique, solubles dans l’eau, de poids moléculaires faibles et renfermant de l’azote. Cette 

fraction ANP (azote non protéique) constitue de 9 à 18 % de l’azote dans les téléostéens. 

Les composants principaux de cette fraction sont des bases volatiles telles que 

l’ammoniaque et l’oxyde de triméthylamine (OTMA), la créatine, les acides aminés libres, les 

bases nucléotides et bases puriques et, dans le cas des poissons cartilagineux, l’urée.  

Le tableau III ci-dessous donne une liste de quelques composants de la fraction ANP de 

différents poissons et des viandes de volaille et de mammifères. 

 

Tableau III : Principales différences dans les extraits de muscles 

1
 L’unité dans ce tableau indique le poids moléculaire total du constituant (Shewan 1974). 

 
 

La composition de la fraction ANP varie d’une espèce à l’autre mais également au sein d'une 

même espèce suivant la taille, la saison, l’échantillon de muscle. 

L'OTMA constitue une part importante et caractéristique de la fraction ANP dans les espèces 

marines et mérite plus d’attention. Ce composant se trouve dans toutes les espèces de 

poissons marins, à des taux variant de 1 à 5% du tissu musculaire (poids net) mais est 

pratiquement absent chez les poissons d’eau douce et les organismes terrestres (Anderson 

and Fellers 1952; Hebard, Flick et al. 1982). Une exception dans la perche du Nil et le tilapia a 

été trouvée où jusqu’à 150 à 200 mg d'OTMA/100 g de poisson frais a été mesuré. Stroem, 

Olafsen et al. (1979) ont montré que l'OTMA est formé par biosynthèse dans certaines 

Constituant en mg/ 
100g 

Poisson Crustacés 
Volaille Muscle 

de la cuisse 
Muscle de 
mammifère 

poids humide 
1
 Cabillaud Hareng Requin Homard 

  
Extrait total 1200 1200 3000 5500 1200 3500 

Acides aminés 
libres :       
Totaux 75 300 100 3000 440 350 

Arginine <10 <10 <10 750 <20 <10 
Glycine 20 20 20 100-1000 <20 <10 

Acide glutamique <10 <10 <10 270 55 36 
Histidine <1,0 86 <1,0 --- <10 <10 
Proline <1,0 <1,0 <1,0 750 <10 <10 

Créatine 400 400 300 0 --- 550 
Bétaine 0 0 150 100 --- --- 

Oxyde de 
triméthylamine 

350 250 
500- 
1000 

100 0 0 

Ansérine 150 0 0 0 280 150 
Carnosine 0 0 0 0 180 200 

Urée 0 0 2000 --- --- 35 
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espèces de zooplancton. Ces organismes possèdent une enzyme (TMA mono-oxygénase) qui 

oxyde la triméthylamine (TMA) en OTMA. La TMA se trouve généralement dans les plantes 

marines de même que de nombreuses autres amines méthylées (monométhylamine et 

diméthylamine). Les poissons qui mangent du plancton peuvent obtenir leur OTMA en se 

nourrissant de zooplancton (origine exogène).  

Le système TMA-oxydase est localisé dans les microsomes des cellules et utilise la présence 

de phosphate nicotinamide adénine dinucléotide (NADPH): 

 

Il est surprenant que cette mono-oxygénase puisse être répandue largement chez les 

mammifères (où une hypothèse évoque qu’elle fonctionne comme un détoxifiant) alors que 

la plupart des poissons ne présentent qu’une activité très faible ou indécelable de cette 

enzyme. Des recherches japonaises (Kawabata 1953) montrent qu’il existe un système de 

réduction de l'OTMA dans le muscle rouge de certains pélagiques. La quantité d'OTMA dans 

le tissu musculaire dépend de l’espèce, de la saison, et des zones de pêche. En général, le 

taux le plus élevé est rencontré dans les sélaciens et les céphalopodes (de 75 à 250 mg 

N/100 g); les cabillauds ont un taux intermédiaire (de 60 à 120 mg N/100 g) tandis que les 

poissons plats et les pélagiques ont des taux plus faibles. Une vaste compilation de données 

est fournie par Hebard, Flick et al. (1982). Selon Tokunaga (1970), les poissons pélagiques 

(sardine, thon, maquereau) ont leurs concentrations la plus forte en OTMA dans le muscle 

rouge alors que les poissons démersaux à chair blanche ont un pourcentage bien plus 

important dans le muscle blanc. 

Chez les sélaciens, l'OTMA jouerait un rôle d’osmorégulation et il a été démontré que le 

transfert de petites raies dans un mélange d’eau douce et d’eau de mer (1:1) produisait une 

réduction de 50% de l'OTMA intracellulaire. Le rôle de l'OTMA chez les téléostéens est plus 

incertain. 

Quantitativement le principal constituant de la fraction ANP est la créatine. Dans un poisson 

au repos, la plus grande partie de la créatine est phosphorylée et fournit de l’énergie pour la 

contraction musculaire. 

La fraction ANP contient également une teneur assez importante en acides aminés libres. 

Ceux-ci représentent 630 mg/100 g de muscle blanc dans le maquereau (Scomber scombrus), 

de 350 à 420 mg/100 g dans le hareng (Clupea harengus) et de 310 à 370 mg/100 g dans le 
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capelan (Mallotus villosus). L’importance relative de ces acides aminés varie selon les 

espèces. La taurine, l’alanine, la glycine et les acides aminés contenant l’imidazole semblent 

prédominer dans la plupart des poissons. Parmi ces acides aminés à noyau imidazole, 

l’histidine a beaucoup attiré l’attention car elle peut être microbiologiquement décarboxylée 

en histamine. Les espèces actives à chair rouge comme le thon et le maquereau ont une 

forte teneur en histidine. 

 

5. Les vitamines et sels minéraux 

La teneur en vitamines et sels minéraux est spécifique aux espèces et peut, de plus, varier 

selon la saison. En général, la chair du poisson est une bonne source de vitamines B et 

également, dans le cas des espèces grasses, de vitamines A et D. Quelques espèces d’eau 

douce comme la carpe ont une grande activité thiaminase et, de ce fait, leur teneur en 

thiamine est généralement basse. En ce qui concerne les éléments minéraux, la chair du 

poisson est considérée comme une source appréciable de calcium et de phosphore en 

particulier mais également de fer, cuivre et sélénium. Les poissons d’eau de mer ont une 

forte teneur en iode. Les tableaux IV et V donnent une liste des teneurs en vitamines et en 

éléments minéraux. A cause de la variation naturelle de ces éléments, il est impossible de 

donner des chiffres exacts.  

Tableau IV : Vitamines du poisson 

 

Poisson 

A 

(UI/g) 

D 

(UI/g) 

B1 

(thiamine) 

(mg/g) 

B2 

(riboflavine) 

(mg/g) 

Niacine  

(mg/g) 

Acide 

pantothénique  

(mg/g) 

B6  

(mg/g) 

Filet de cabillaud 0-50 0 0,7 0,8 20 1,7 1,7 

Filet de hareng 20-400 300-100 0,4 3,0 40 10 4,5 

Huile de foie de morue 200-10000 20-300 --- 3,4 15 4,3 --- 

 

Tableau V : Quelques minéraux présents dans le muscle du poisson 

Elément Moyenne (mg/100g) Intervalle (mg/100g) 

Sodium 72 30-134 

Potassium 278 19-502 

Calcium 79 19-881 

Magnésium 38 4,5-452 

Phosphore 190 68-550 
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La teneur en vitamines est comparable à celle des mammifères sauf pour les vitamines A et 

D que l’on trouve en grandes quantités dans la chair des espèces grasses et en abondance 

dans le foie de certaines espèces comme le cabillaud et le flétan.  

Dans le poisson d’aquaculture, les taux de vitamines et de sels minéraux sont censés refléter 

la composition en éléments entrant dans la nourriture du poisson bien que les données 

relevées doivent être interprétées avec beaucoup de précautions (Maage, Julshamn et al. 

1991). Pour protéger les acides gras polyinsaturés omégas 3, considérés comme très 

importants pour la santé tant du poisson que de l’homme, la vitamine E a été ajoutée dans 

l’aliment du poisson en tant qu’antioxydant. Il a été démontré que le niveau de vitamine E 

dans les tissus du poisson correspondait à sa concentration dans son alimentation (Waagbø, 

Sandnes et al. 1993).  
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Chapitre II : Les changements post-mortem du poisson 

influençant la qualité 

 

Après la mort, la qualité initiale du poisson se modifie. Plusieurs mécanismes, qui sont 

répertoriés dans ce chapitre, se produisent et engendrent la détérioration du poisson. 

 

1. Les changements sensoriels 

Les changements sensoriels sont ceux perçus par les sens, c’est-à-dire : apparence, odeur, 

texture et goût. Les premières modifications sensorielles du poisson pendant le stockage 

concernent l’apparence et la texture. Le goût caractéristique des espèces se développe 

normalement pendant les deux premiers jours de la conservation sous glace. 

Le changement le plus important est l’établissement de la rigor mortis. Immédiatement 

après la mort, le muscle est totalement détendu et la texture élastique et souple dure 

habituellement quelques heures, après quoi le muscle se contracte. Quand il durcit, le corps 

se raidit et le poisson est alors en état de rigor mortis. Cet état dure habituellement un jour 

ou plus et alors la rigor disparaît, ce qui détend le muscle à nouveau et le rend souple mais il 

n’est plus aussi élastique qu’avant la rigor. Le rapport entre l’apparition et la disparition de la 

rigor varie d’une espèce à l’autre et est affecté par la température, la manutention, la taille 

et la condition physique du poisson. 

Il est admis généralement que l’apparition et la durée de la rigor mortis sont plus rapides à 

température élevée mais des observations, surtout sur le poisson tropical, ont montré un 

effet inverse de la température sur l’apparition de la rigor. Il est évident que, dans ces 

espèces, l’apparition de la rigor est accélérée à 0°C par rapport à 10°C, ce qui correspond 

bien à une stimulation des changements biochimiques à 0°C (Poulter, Curran et al. 1982; 

Iwamoto, Yamanaka et al. 1987). Cependant Abe and Okuma (1991) ont fourni une 

explication à ce phénomène en démontrant que l’apparition de la rigor mortis chez la carpe 

(Cyprinus carpio) dépend de la différence entre la température de l’eau et celle du stockage. 

Quand la différence est importante, le délai entre la mort et l’apparition de la rigor est court 

et vice versa. 
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La rigor mortis s’installe immédiatement ou très rapidement après la mort quand le poisson 

est affamé et que les réserves de glycogène sont épuisées ou si le poisson est fatigué.  

Outre l’apparition de la rigor mortis, les changements sensoriels du poisson et donc de sa 

qualité est surtout lié aux changements autolytiques, bactériologiques et lipidiques.  

 

2. Les altérations autolytiques 

Il a été établi, depuis de nombreuses années, qu’il existe au moins deux types d’altération du 

poisson : bactérienne et enzymatique. Uchiyama and Ehira (1974) ont montré que dans le 

cabillaud et l’albacore, les changements enzymatiques affectant la fraîcheur du poisson 

précédaient les changements de qualité microbiologique et étaient sans rapport avec ceux-

ci. Dans certaines espèces (encornets, harengs), les altérations enzymatiques précèdent et 

par conséquent dominent la détérioration du poisson réfrigéré. Chez d’autres espèces, 

l’autolyse contribue, à des degrés différents, à l'altération de la qualité et s’ajoute au 

processus de dégradation microbienne. 

 

2.1 Production d’énergie post mortem dans le muscle 

Au moment de la mort du poisson, l'apport d’oxygène dans le muscle est interrompu du fait 

que le sang n’est plus pompé par le cœur et ne circule plus au travers des branchies où il est 

enrichi en oxygène, dans le poisson vivant. Du fait qu’il n’y a plus d’oxygène disponible pour 

une respiration normale, la production d’énergie à partir d’aliments ingérés est très réduite. 

Le glycogène ou la graisse sont oxydés ou "brûlés" par les enzymes des tissus dans une série 

de réactions qui, en phase ultime, produisent du gaz carbonique (CO2), de l’eau et un 

composé organique riche en énergie, l’adénosine triphosphate (ATP). Ce type de respiration 

se réalise en deux étapes: l'une anaérobie et l'autre aérobie. Cette dernière dépend de la 

présence continue d’oxygène (O2) qui ne peut provenir que du système circulatoire. La 

plupart des crustacés sont capables de respirer hors de l’élément aquatique en absorbant 

l’oxygène atmosphérique pendant de courtes périodes. 

Dans des conditions d’anaérobiose, l’ATP peut être synthétisée selon deux autres voies 

importantes à partir de la créatine phosphate ou de l’arginine phosphate. La première 

source d’énergie est réservée aux muscles des vertébrés (téléostéens) tandis que la dernière 
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est caractéristique de quelques invertébrés comme les céphalopodes (encornets et poulpes). 

Dans les deux cas, la production d’ATP cesse quand la créatine ou l'arginine phosphates sont 

épuisées. Il est intéressant de noter que l’octopine est le produit final du métabolisme 

anaérobie des céphalopodes. Elle n’est pas acide (contrairement au lactate) et, de ce fait, 

tout changement de pH post mortem dans ces animaux n’est pas relié à la production 

d’acide lactique à partir du glycogène. 

Pour la plupart des poissons téléostéens, la glycolyse est la seule voie possible de production 

d’énergie après l’arrêt du cœur. Ce procédé particulièrement inefficace a essentiellement 

comme produits finaux les acides lactiques et pyruvique. De plus, la glycolyse produit de 

l’ATP, mais seulement 2 moles pour chaque mole de glucose oxydé comparée aux 36 moles 

d’ATP produites pour chaque mole de glucose si les produits finaux glycolytiques sont oxydés 

en aérobiose dans le mitochondrion de l’animal vivant. Ainsi, après la mort, le muscle 

anaérobie ne peut pas maintenir son niveau normal d’ATP et, quand le niveau intracellulaire 

décline de 7 à 10 mmoles/g à 1.0 mmole/g de tissu, le muscle entre en rigor mortis. La 

glycolyse post mortem provient de l’accumulation d’acide lactique qui à son tour abaisse le 

pH du muscle. Dans le cabillaud, le pH diminue de 6,8 à un pH final de 6,1 à 6,5. Chez 

certaines espèces de poissons, le pH final peut être plus bas : dans les gros maquereaux, le 

pH final de rigor peut être aussi bas que 5,8-6,0. Il peut même atteindre 5,4-5,6 dans le thon 

et le flétan. Cependant, des niveaux de pH aussi bas ne sont pas courants dans les 

téléostéens marins. Ces pH sont rarement aussi bas que ceux observés post mortem dans les 

muscles des mammifères. Par exemple, le muscle de boeuf atteint souvent des niveaux de 

pH de 5,1 au moment de la rigor mortis. La quantité d’acide lactique produite est en rapport 

avec la quantité de glucide (glycogène) accumulée dans le tissu vivant. En général, le muscle 

de poisson contient un taux assez faible de glycogène comparé aux mammifères et donc il se 

forme bien moins d’acide lactique après sa mort. Son état nutritionnel, le stress et la fatigue 

avant la mort auront également un impact important sur les niveaux du glycogène stocké et 

par la suite sur le pH final post mortem. En règle générale, un poisson bien reposé et bien 

nourri contiendra plus de glycogène qu’un poisson épuisé. Une étude sur la loche japonaise 

(Chiba, Hamaguchi et al. 1991) a montré que quelques minutes seulement de stress avant 

capture produisaient une baisse de 0,50 unités de pH en trois heures alors que, dans un 

poisson qui ne s’est pas débattu, le pH diminuait uniquement de 0,10 unités dans le même 
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temps. Les mêmes auteurs ont également montré que la saignée du poisson réduisait de 

façon significative la production post mortem d’acide lactique. 

La réduction du pH post mortem du muscle du poisson affecte les propriétés physiques du 

muscle. Quand le pH chute, la charge nette des protéines musculaires est réduite, causant 

leur dénaturation partielle et la perte d’une partie de leur capacité de rétention d’eau. Le 

tissu musculaire, en état de rigor mortis, perd son humidité à la cuisson et est 

particulièrement inapte à un traitement ultérieur par la chaleur, du fait de sa dénaturation 

par la chaleur qui augmente la perte d’eau. Celle-ci a un effet néfaste sur la texture du 

muscle du poisson et Love (1975) a montré qu’il y a un rapport inverse entre la dureté du 

muscle et le pH, des niveaux de dureté inacceptables (accompagnés de pertes d’eau à la 

cuisson) se produisant à des niveaux très faibles de pH. 

 

2.2 Autolyse et catabolisme de nucléotide 

La rigor mortis survient quand le niveau de l’ATP dans le muscle chute à  1,0 mmole/g. L’ATP 

n’est pas seulement une source d’énergie puissante nécessaire à la contraction musculaire 

chez l’animal vivant mais elle agit également comme agent plastifiant. La contraction 

musculaire en soi est contrôlée par le calcium et une enzyme l’ATP-ase que l’on trouve dans 

chaque cellule musculaire. Quand les niveaux intracellulaires de Ca2+ sont > 1mM, l’ATP-ase 

activée par le Ca2+ réduit la quantité de l’ATP musculaire libre, ce qui conduit à l’interaction 

entre les principales protéines contractiles, l’actine et la myosine. Ceci produit finalement la 

contraction du muscle, le rendant dur et inextensible. Un poisson en état de rigor mortis ne 

peut normalement pas être fileté ou traité car la carcasse est trop raide pour être manipulée 

et est souvent déformée, rendant impossible le traitement mécanique. 

La disparition de la rigor est un processus qui n’a pas encore été entièrement élucidé mais 

qui produit toujours le ramollissement (détente) du tissu musculaire. Elle serait reliée à 

l’activation d’une ou de plusieurs enzymes naturelles du muscle, digérant certains 

composants du complexe de rigor mortis. Le ramollissement du muscle durant la résolution 

de la rigor (et éventuellement les processus d’altération) coïncide avec les changements 

autolytiques. Une des premières modifications qu’on décèle est la dégradation des 

composés reliés à l’ATP de manière plus ou moins prévisible après la mort. La figure 1 illustre 

la dégradation de l’ATP pour former l’adénosine diphosphate (ADP), l’adénosine 
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monophosphate (AMP), l’inosine monophosphate (IMP), l’inosine (Ino) et l’hypoxanthine 

(Hx). La dégradation des catabolites de l’ATP s’effectue de la même manière dans la plupart 

des poissons, mais la vitesse de chaque réaction individuelle (d’un catabolite à l’autre) varie 

beaucoup d’une espèce à l’autre et elle coïncide souvent avec le niveau perceptible de la 

dégradation déterminé par des analystes entraînés. Saito, Arai et al. (1959) ont été les 

premiers à observer ce schéma et à développer une formule pour la fraîcheur du poisson 

basée sur ces changements autolytiques : 

 

 

[ATP], [ADP], [AMP], [IMP], [Ino] et [Hx] représentent les concentrations relatives de ces composants 

dans le muscle du poisson, mesurées à différentes périodes pendant la conservation au froid. 

 

Le paramètre K ou indice de "fraîcheur" donne une estimation de fraîcheur relative basée 

principalement sur les altérations autolytiques qui se produisent pendant la conservation 

post mortem du muscle. Par conséquent, plus la valeur de K est élevée, plus le niveau de 

fraîcheur est bas. Malheureusement, certaines espèces de poissons comme le cabillaud 

d’Atlantique atteignent une valeur maximum de K de loin supérieure à la durée de 

conservation déterminée par des juges entraînés. De ce fait, K n’est pas considéré une valeur 

fiable en tant qu’indicateur de fraîcheur pour tous les poissons de mer. De même, la 

dégradation des catabolites de nucléotides n’est qu’une coïncidence dans les changements 

perceptibles de la fraîcheur et n’est pas reliée nécessairement à la cause de la détérioration 

de la fraîcheur, du fait que l’on considère que seul l’Hx aurait un effet direct sur l’arrière-

goût amer du poisson altéré (Hughes and Jones 1966). Aujourd’hui, il est considéré 

généralement que l’IMP est responsable du goût recherché de poisson frais qui n’existe que 

dans les produits de la mer de première qualité. Aucun des catabolites de nucléotides n’est 

considéré comme ayant un rapport avec les changements perceptibles de texture pendant le 

processus autolytique excepté bien sûr l’ATP dont la perte est associée à la rigor mortis. 
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Figure 1 : Dégradation post mortem de l’ATP dans le muscle de poisson. Les enzymes comprennent: 1. ATP-ase; 2. 

Myokinase; 3. AMP désaminase; 4.IMP phosphohydrolase; 5a. Nucléoside phosphorylase; 5b. Inosine nucléosidase; 

6,7. Xanthine oxydase. Source :  Gill (1992) 

 

Plusieurs méthodes rapides ont été mises au point pour déterminer les catabolites de 

nucléotides individuels ou des combinaisons incluant l’indice de fraîcheur.  

 

2.3 Autolyses et enzymes protéolytiques 

De nombreuses protéases ont été isolées des muscles du poisson et les effets de la 

dégradation protéolytique sont souvent reliés à un ramollissement considérable du tissu. Un 

des effets les plus notables de la protéolyse autolytique est peut-être l’éclatement de 

l’abdomen chez les espèces pélagiques (poissons gras) comme le hareng et le capelan. 

L’autolyse accélérait le développement des bactéries d’altération en fournissant un 

environnement favorable à leurs croissances (Aksnes and Brekken 1988).  

Botta, Kennedy et al. (1992) ont trouvé que l’autolyse de la cavité viscérale (éclatement 

abdominal) des harengs était d’avantage reliée à la manutention physique qu’à des facteurs 

biologiques comme la taille du poisson, les aliments dans les viscères ou la quantité de 

rogue. En particulier, pour le hareng, les opérations de congélation et décongélation, le 

temps de décongélation à 15°C et le temps de stockage sous glace influaient plus sur 

l’éclatement abdominal que les facteurs biologiques. 
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2.3.1 Cathepsines 

Les cathepsines sont des protéases "acides" habituellement rassemblées dans des organites 

appelées lysosomes. Dans le tissu vivant, les protéases lysosomiques sont responsables de la 

dégradation des protéines aux endroits lésés. Les cathepsines sont pour la plupart inactives 

dans les tissus vivants mais sont libérées dans les jus des cellules à la suite d’accidents 

physiques ou de congélation - décongélation post mortem du muscle. 

Les cathepsines D et L jouent un rôle majeur dans la dégradation autolytique des tissus du 

poisson du fait que la plupart des autres cathepsines ont une plage d’activité étroite de pH 

bien trop basse pour être significative physiologiquement.   

 

2.3.2 Calpaines 

Un second groupe de protéases intracellulaires appellées "calpaines" ou "calcium activated 

factor" (CAF) a été associé à l’autolyse du muscle du poisson; retrouvée dans les viandes, les 

poissons à nageoires et les crustacés. Il est connu depuis près d'un siècle que la tendreté, 

probablement le critère le plus important pour la qualité de la viande rouge, est associée à 

sa maturation post mortem. Les calpaines seraient les premières responsables de l’autolyse 

post mortem de la viande par la digestion des protéines en Z des myofibrilles. Ces calpaines 

sont des endopeptidases intracellulaires nécessitant cystéine et calcium. La plupart des 

calpaines sont actives au pH physiologique et il paraît donc raisonnable de suspecter leur 

importance dans le ramollissement du poisson pendant la conservation au froid. Alors que la 

dureté est rarement un problème dans du poisson non congelé, le ramollissement par 

autolyse est un sérieux problème diminuant sa valeur commerciale. 

Les calpaines du poisson digèrent la myosine (particulièrement la myosine à chaîne longue) 

pour former un fragment initial avec un poids moléculaire d’environ 150 000 Da (Muramoto, 

Yamamoto et al. 1989). Les mêmes auteurs ont démontré que les calpaines du poisson sont 

nettement plus actives à basse température que ne le sont les calpaines de mammifères, et 

que les vitesses de dégradation dépendent de l'espèce, étant très élevés dans le cas des 

myosines les plus sensibles à la chaleur. De ce fait, les espèces de poisson adaptées aux 

environnements plus froids sont plus sensibles à l'autolyse par les calpaines que les espèces 

provenant des eaux tropicales. Bien que des calpaines ont été identifiées dans plusieurs 

espèces de poisson y compris la carpe (Toyohara, Makinodan et al. 1985), le tilapia et la 
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crevette (Wang, Ma et al. 1993) ainsi que le thon, le maigre, la dorade rose et la truite 

(Muramoto, Yamamoto et al. 1989) pour ne citer que celles-là, à ce jour peu de travaux ont 

été réalisés pour démontrer une relation de cause à effet entre l’activité des calpaines et la 

texture telle que mesurée par voie instrumentale. 

 

2.3.3 Collagénases 

Jusqu’à présent, tous les changements autolytiques post mortem décrits ont concerné les 

changements à l’intérieur de la cellule musculaire elle-même. Cependant la chair des 

poissons téléostéens est divisée en blocs de cellules musculaires séparées en lamelles ou 

myotomes par un tissu conjonctif appelé myocomme. Chaque cellule musculaire ou fibre est 

enveloppée d’un tissu conjonctif qui se fixe au myocomme, aux extrémités des cellules, au 

moyen de fines fibrilles de collagène. Pendant la conservation au froid, ces fibrilles se 

détériorent (Bremner and Hallett 1985). Des mesures instrumentales de la texture du muscle 

de truite réfrigérée diminuaient quand la quantité de collagène de type V était solubilisée, 

sans doute du fait de l’action autolytique des enzymes collagénases autolytiques (Sato, 

Ohashi et al. 1991). Ce sont ces enzymes qui produisent le "clivage" ou la destruction du 

myotome durant la conservation de longue durée sous glace ou de brève durée à haute 

température. Pour le cabillaud de l’Atlantique, lorsque l’on atteint 17°C, le clivage est 

inévitable, sans doute à cause de la dégradation du tissu conjonctif et de la contraction 

rapide du muscle due à une rigor à haute température. 

 

2.4 Altérations autolytiques pendant la conservation du poisson congelé  

La réduction de l’oxyde triméthylamine (OTMA), un composé osmorégulateur dans de 

nombreux poissons téléostéens marins, est habituellement due à l’action bactérienne. Mais, 

dans certaines espèces le tissu musculaire contient une enzyme musculaire capable de 

dégrader l'OTMA en diméthylamine (DMA) et formaldéhyde (FA): 

 

Il est important de noter que la quantité de formaldéhyde produite est équivalente à la 

diméthylamine formée mais possède une importance plus grande du point de vue 

commercial. Le formaldéhyde provoque des liaisons croisées des protéines musculaires, ce 
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qui durcit le muscle et lui fait perdre rapidement sa capacité de rétention d’eau. L’enzyme 

responsable du durcissement provoqué par la formaldéhyde est appelée OTMA-ase ou 

OTMA déméthylase et est très communément trouvée dans les gadidés. La plupart des 

OTMA déméthylases connues à ce jour sont liées aux membranes et deviennent actives 

quand les membranes du tissu sont déchirées par la congélation ou artificiellement par 

dissolution par détergent. Le muscle rouge a un taux d’activité plus élevé que le muscle 

blanc alors que d’autres tissus comme les reins, la rate et la vessie natatoire sont 

extrêmement riches en cette enzyme. Il est donc important que le poisson haché soit 

complètement débarassé des organes tels que les reins chez les gadidés pour éviter le 

durcissement au cours du stockage en congélation. L’enzyme OTMA-ase a été isolée de la 

fraction microsomique dans le muscle de merlu (Parkin and Hultin 1986) ainsi que de la 

membrane lysosomique dans les tissus rénaux (Gill, Conway et al. 1992). Le durcissement du 

muscle de merlu congelé est lié à la quantité de formaldéhyde produite et que le taux de 

production de FA est le plus important aux températures les plus fortes de congélation (Gill, 

Keith et al. 1979). De plus, il a été constaté que l’importance du durcissement dû au FA est 

augmenté par la mauvaise manutention infligée au poisson avant la congélation et par les 

variations de température au cours de la conservation en congelé. Les moyens les plus 

pratiques pour prévenir la production autolytique de FA sont de conserver le poisson à des 

températures inférieures à -30°C pour réduire les variations de température dans la 

chambre froide et d’éviter les manipulations brutales ou l’application de pression physique 

sur le poisson avant de le congeler.  

 

3. Les changements microbiologiques 

3.1 Flore bactérienne du poisson vivant 

Les micro-organismes se trouvent sur toute la surface externe (peau et branchies) et dans les 

intestins des poissons vivants et fraîchement pêchés. Le nombre varie énormément allant de 

102 à 107 UFC (unités formant colonies)/cm² de surface de peau (Liston 1980) et de 103 à 109 

UFC/g de branchies ou d'intestins (Shewan 1962). 

La flore bactérienne du poisson fraichement pêché dépend de l’environnement dans lequel il 

a été capturé, plus que de l’espèce de poisson (Shewan 1977). Le poisson pêché dans des 
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eaux propres et froides a une charge bactérienne plus faible que celle du poisson pêché dans 

les eaux chaudes. Des charges importantes, de l'ordre de 107 UFC/cm² sont trouvées sur les 

poissons provenant d’eaux chaudes polluées. La flore bactérienne dominante des eaux 

froides et tempérées a un caractère psychrotrophe, ces bactéries sont capables de se 

développer à 0°C mais avec un optimum de croissance aux environs de 25°C (Morita 1975). 

Par contre les mésophiles sont isolées en nombre important à partir des poissons des eaux 

plus chaudes. La microflore des poissons d’eaux tempérées est dominée par les bactéries 

psychrotrophes à Gram négatif en forme de bâtonnets appartenant aux genres 

Pseudomonas, Moraxella, Acinetobacter, Shewanella et Flavobacterium. Les membres des 

familles des Vibrionaceae (Vibrio et Photobacterium) et des Aeromonodaceae (Aeromonas 

spp.) sont aussi des bactéries aquatiques courantes et typiques de la flore du poisson 

(Tableau VI). Des bactéries à Gram positif comme Bacillus, Micrococcus, Clostridium, 

Lactobacillus et corynéformes peuvent être également trouvées en quantités variables, mais 

ce sont généralement les bactéries à Gram négatif qui prédominent. 

 

Tableau VI : Flore bactérienne du poisson capturé dans des eaux propres non polluées 

Gram-négative Gram-positive 

Pseudomonas 

Moraxella 

Acinetobacter 

Shewanella putrefaciens 

Flavobacterium 

Cytophaga 

Vibrio 

Photobacterium 

Aeromonas 

Bacillus 

Clostridium 

Micrococcus 

Lactobacillus 

Coryneforms 

 

Les eaux marines contiennent des bactéries qui ont un besoin important de sodium pour 

leur croissance, notamment Vibrio, Photobacterium et Shewanella.  

Dans les eaux polluées, des charges élevées d’Enterobacteriaceae ont été trouvées. Ces 

organismes disparaissent toutefois rapidement dans des eaux tempérées propres. 

Cependant, il a été constaté que Escherichia coli et Salmonella peuvent survivre très 

longtemps dans les eaux tropicales et, une fois introduits, peuvent devenir indigènes de 

l’environnement (Fujioka, Tenno et al. 1988). 
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La taxonomie de Shewanella putrefaciens a souvent prêté à confusion. Cet organisme était à 

l’origine associé au groupe Achromobacter puis classé plus tard dans le genre Pseudomonas 

groupe IV de Shewan sur la base du pourcentage en guanine + cytosine (GC %), Il a été 

ensuite transféré dans le genre Alteromonas, puis classé dans un nouveau genre, Shewanella 

sur la base de l'homologie 5S rRNA (MacDonnell and Colwell 1985). De même il a été 

suggéré que le genre Aeromonas spp. qui était un membre de la famille des Vibrionaceae 

soit transféré dans sa propre famille, les Aeromonadaceae (Colwell, Macdonell et al. 1986). 

Des études japonaises ont décelé une charge élevée de micro-organismes dans le tractus 

gastro-intestinal du poisson bien supérieure à celle des eaux environnantes, ce qui indique la 

présence d’une niche écologique favorable à ces micro-organismes. De même, Larsen, 

Jensen et al. (1978) ont trouvé jusqu’à 107 UFC/g de bactéries du type vibrio dans l’appareil 

intestinal du cabillaud et Westerdahl, Olsson et al. (1991) en ont isolé un grand nombre dans 

les intestins du turbot. Photobacterium phosphoreum qui peut être isolé de la surface du 

poisson, se rencontre également en grand nombre dans l’appareil gastro-intestinal de 

certaines espèces de poissons (Dalgaard 1993). Certains auteurs pensent que la microflore 

de l’appareil gastro-intestinal est simplement le reflet de l’environnement et de 

l’alimentation. 

 

3.2 Invasion microbienne 

La chair du poisson sain, vivant ou fraîchement pêché est stérile car le système immunitaire 

du poisson empêche les bactéries de se multiplier et proliférer. A la mort du poisson, le 

système immunitaire s’effondre et les bactéries peuvent proliférer librement.  

Le poisson s’altère à des vitesses très variables. Certains auteurs expliquent ce fait par des 

différences dans les propriétés de la surface du poisson. Les peaux des poissons ont des 

textures très différentes. Ainsi, le merlan (Merlangius merlangus) et le cabillaud (Gadus 

morhua) qui ont un tégument très fragile s’abiment rapidement comparés à différents 

poissons plats comme le carrelet qui possède un derme et un épiderme très robustes. Ces 

derniers ont de plus une couche épaisse de mucus qui comprend plusieurs substances 

antibactériennes tels que des anticorps et des enzymes bactériolytiques (Murray and 

Fletcher 1976; Hjelmeland, Christie et al. 1983). L’altération résultant davantage de la 

diffusion des bactéries de la cavité abdominales et des branchies plutôt que de celles de la 
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peau, la vitesse d’altération est liée à la nature de ces bactéries et à la spécificité des 

matrices. 

 

3.3 Evolutions de la microflore au cours du stockage et l’altération par rapport aux 

organismes spécifiques d’altération 

Pendant la conservation sous glace, les bactéries vont doubler pratiquement chaque jour et, 

après 2 à 3 semaines, elles auront atteint 108 - 109 UFC/g de chair ou par cm² de peau. 

Pendant la conservation à température ambiante, elles atteignent près de 107-108 UFC/g en 

24 heures. Les bactéries des poissons capturés dans les eaux tropicales passeront souvent 

par une phase de latence de 1 à 2 semaines si le poisson est conservé sous glace, après quoi 

la croissance exponentielle commence. Au cours de la dégradation, le niveau bactérien des 

poissons tropicaux est semblable à celui observé sur les espèces de poissons des eaux 

tempérées (Gram 1990; Gram, Wedell-Neergaard et al. 1990). 

Si le poisson glacé est conservé dans des conditions anaérobies ou dans une atmosphère 

contenant du CO2, le nombre de bactéries psychrotrophes telles que S. putrefaciens et 

Pseudomonas est souvent bien plus faible, c’est-à-dire 106-107 UFC/g, que sur le poisson 

conservé en aérobiose.  

La composition de la microflore varie également de façon très importante pendant le 

stockage. Ainsi, dans la conservation sous glace en aérobiose, la flore est composée presque 

exclusivement de Pseudomonas spp. et S. putrefaciens après 1 à 2 semaines. Ceci serait dû à 

leur temps de génération relativement court à basse température (Morita 1975; Devaraju 

and Setty 1985) et se vérifie pour toutes les études menées sur du poisson qu'il soit tropical, 

ou d’eaux tempérées. A température ambiante (25°C), la microflore au stade de l’altération 

est dominée par les mésophiles, notamment des Vibrionaceae, et par des 

Enterobacteriaceae si les poissons sont pêchés dans des eaux polluées. 

Une distinction claire doit être réalisée entre les termes « flore totale » et « bactéries 

d’altération » car la première décrit simplement les bactéries présentes dans le poisson 

quand il s’altère tandis que la seconde constitue le groupe spécifique qui produit les odeurs 

et les goûts désagréables associés à la dégradation. Chaque espèce possède une microflore 

d’altération spécifique dont le niveau sera en rapport avec la durée de conservation (Figure 

2).  
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Figure 2 : Evolutions de la flore totale et des bactéries spécifiques d’altération au cours de la conservation (Dalgaard 

1993) 

 

Dalgaard (1993) a isolé des bactéries au moment du rejet sensoriel. Des cultures 

bactériennes pures ou en mélanges sont étudiées dans des substrats stériles de poisson et 

classées en fonction de leur potentiel d’altération, c’est-à-dire leur capacité à produire des 

changements sensoriels (odeurs indésirables) et chimiques typiques du produit altéré. Enfin, 

les souches sélectionnées sont testées pour évaluer leur pouvoir d’altération, c’est-à-dire 

pour vérifier si leur taux de croissance et leur production qualitative et quantitative d’odeurs 

indésirables sont similaires aux mesures effectuées sur les produits altérés. 

Pour sélectionner les bactéries potentielles d’altération dans une flore de détérioration, un 

essai qualitatif évaluant la capacité des bactéries à produire du H2S et/ou réduire l'OTMA 

peut être utilisé. Un milieu de culture permettant de détecter la réduction de l'OTMA en 

TMA par un changement de la couleur d’un indicateur redox et la formation de H2S par 

formation d'un précipité noir de FeS, a été mis au point par Gramet al. (1987) et  Malleet al. 

(1998). 

Shewanella putrefaciens a été identifiée comme la bactérie responsable de l’altération du 

poisson des eaux tempérées conservé en aérobiose sous glace. Si le produit est emballé sous 

vide, P. phosphoreum participe à l’altération et devient la bactérie spécifique de l’altération 

du poisson emballé sous CO2. La flore d’altération du poisson des mers tropicales est 

composée presque exclusivement de Pseudomonas spp. et S. putrefaciens. Quelques 

espèces de Pseudomonas sont responsables de l'altération des poissons tropicaux d’eau 

douce stockés sous glace (Gram, Wedell-Neergaard et al. 1990) et constituent avec S. 
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putrefaciens les bactéries d'altération des poissons marins tropicaux conservés sous glace 

(Gram 1990). 

Le tableau VII donne un aperçu des bactéries spécifiques d’altération du poisson frais 

conservé sous glace et à température ambiante. 

 

Tableau VII : Microflore dominante et bactéries d’altération identifiées sur du poisson blanc frais (cabillaud) au 

moment de son altération (Huss 1994). 

Température 
de stockage 

Atmosphère 
d’emballage 

Microflore dominante 
Organismes 
Spécifiques 
d’Altération 

0°C Aérobie Psychrotrophes Gram-négative, bâtonnets 

incapables de fermentation (Pseudomonas 

Spp., S. putrefaciens, Moraxella, 

Acinetobacter) 

S. putrefaciens 

Pseudomonas 

  Vide Bâtonnets Gram-négatifs; psychrotrophes  

ou à caractère psychrophile (S. putrefaciens, 

Photobacterium) 

S. putrefaciens  

P. phosphoreum 

  Emballage sous 

atmosphère 

modifiée (EAM) 

Bâtonnets capables de fermentation Gram-

négatifs à caractère psychrophile 

(Photobacterium) 

Bâtonnets psychrotrophes incapables de 

fermentation (1 à 10% de la flore, 

Pseudomonas, S. putrefaciens) Bâtonnets 

Gram-positifs (bactéries lactiques) 

P. phosphoreum 

5°C Aérobie Bâtonnets psychrotrophes Gram-négatifs; 

(Vibrionaceae, S. putrefaciens) 

Aeromonas spp. 

S. putrefaciens 

  Vide  Bâtonnets psychrotrophes Gram-négatifs  

(Vibrionaceae, S. putrefaciens) 

Aeromonas spp. 

S. putrefaciens 

  EAM Bâtonnets psychrotrophes Gram-négatifs 

(Vibrionaceae) 

Aeromonas spp. 

20/30°C Aérobie Bâtonnets capables de fermentation 

masophyles Gram-négatifs  

(Vibrionaceae, Enterobacteriaceae) 

Aeromonas spp. 

Mobile  

(A. hydrophila) 
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3.4 Changements biochimiques produits par le développement bactérien durant la 

conservation et l’altération 

La comparaison des composés chimiques qui se développent dans le poisson au cours de sa 

dégradation naturelle et dans le poisson stérile a montré que la plupart des composés 

volatils sont produits par les bactéries (Shewan 1962). Ceux-ci comprennent la 

triméthylamine, les composés soufrés volatils, les aldéhydes, les cétones, esters, 

hypoxanthine et autres composés de faible poids moléculaire. 

Les substrats pour la production des composés volatils sont les glucides (par exemple lactate 

et ribose), les nucléotides (par exemple inosine monophosphate et inosine) et d’autres 

molécules azotées non protéiques ANP. Les acides aminés sont des substrats 

particulièrement importants pour la formation des sulfures et de l’ammoniaque. 

Les micro-organismes retirent bien plus d’énergie de l’oxydation aérobie que de la 

fermentation anaérobie. Ainsi, l’oxydation totale d’une mole de glucose (ou autre hexose) 

par les cycles de Krebs produit 6 moles de CO2 et 36 moles d’ATP, alors que la fermentation 

d’une mole de glucose donne seulement 2 moles d’ATP et 2 moles d’acide lactique. Le 

développement aérobie initial dans le poisson est dominé par les bactéries utilisant les 

glucides comme substrat et l’oxygène comme accepteur final d’électrons avec production 

également de CO2 et H2O. 

 

4. Les changements au niveau des lipides 

Comme expliqué dans le chapitre précédent, les lipides du poisson sont connus pour leurs 

qualités nutritionnelles et leurs bienfaits sur la santé humaine. Cependant, les acides gras 

polyinsaturés sont très sensibles aux réactions d’oxydation. L’hydrolyse et l’oxydation sont 

les principales voies d’altérations des lipides au cours de la conservation et de la 

transformation des poissons. Ces modifications affectent la qualité physico-chimique et 

sensorielle du poisson. 
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4.1 La lipolyse 

La lipolyse intervient au sein des muscles de poisson pendant la phase post mortem et est 

associée à la dégradation du muscle de poisson au cours de la transformation et de la 

conservation (Shewfelt 1981). 

L’hydrolyse des lipides est principalement le fait d’enzymes lipolytiques tissulaires. Chez le 

poisson, il s’agit des lipases (EC 3.1.1.3) et de la phospholipase A2 (EC 3.1.1.4) et la 

phospholipase B (EC 3.1.1.5). Les lipases hydrolysent les liaisons esters des glycérides et 

libèrent à partir des triglycérides (TG) des acides gras (AGL), des diglycérides (DG) et des 

monoglycérides (MG). La phospholipase A2 hydrolyse la liaison ester en position 2 du 

glycérol dans les phospholipides. La phospholipase B attaque la liaison ester en position 1 ou 

2 du glycérol. La phospholipase A isolée du muscle de lieu noir (Pollachius virens) présente 

une activité optimale à 37-42°C et à pH 8,5-9 (Audley, Shetty et al. 1978). Ces activités 

enzymatiques dépendent du site de dépôt lipidique, elles sont plus importantes dans le 

muscle rouge que dans le muscle blanc du maquereau (Shewfelt 1981; Hwang and 

Regenstein 1993). Ces enzymes sont très actives entre -4°C et 4°C  (Aubourg, Medina et al. 

1998; Aubourg, Sotelo et al. 1998). L’hydrolyse des lipides au sein de la chair de maquereau 

réfrigérée (2-3°C) sous vide durant 15 jours conduit à la formation quantitative d’acide gras 

libres, de 1,2-diglycérides, de lysophosphatidylcholine et lysophosphatidyléthanolamine 

(Hwang and Regenstein 1993). Bien que l’activité des phospholipases diminue après 7 jours 

de stockage sous glace (2-3°C) l’activité des lipases continue au-delà de 15 jours (Hwang and 

Regenstein 1993; Aubourg, Medina et al. 1998). L’activité lipolytique, bien que faible, 

persiste lors de la conservation à l’état congelé. Ainsi, des acides gras sont libérés après au 

moins 300 jours de conservation à -18°C des filets et de la chair de Merlu blanc du Cap 

(Merluccius capensis) (De Koning and Mol 1990). Plus les températures de conservation sont 

basses, plus la cinétique de formation des acides gras libres est ralentie. Ainsi cette cinétique 

est plus rapide au cours de la conservation à -5°C par rapport à une conservation à -18°C. 

Bien que la cinétique de formation des acides gras libres soit faible à -40°C, l’activité 

lipolytique continue après 145 et 245 jours de stockage à -40°C de la chair de merlu blanc du 

Cap (De Koning and Mol 1990). Ces enzymes sont inactivées par la cuisson (Hwang and 

Regenstein 1993).  
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Les travaux de Han and Liston (1987) réalisés sur des microsomes de muscle de truite arc-en-

ciel (Salmo gairdnerii) suggèrent l’existence d’une corrélation entre l’oxydation des lipides et 

l’activité de la phospholipase A2. D’après Aubourg (2001; 2001a), les acides gras libres ont 

un effet pro-oxydant sur les lipides de poisson.  

Ces réactions de lipolyse induisent une dégradation de la qualité du produit (Shewfelt 1981). 

L’hydrolyse enzymatique des lipides neutres joue un rôle clef dans la détérioration des 

propriétés sensorielles du saumon au cours de son stockage à l’état congelé (Refsgaard, 

Brockhoff et al. 2000).  

De plus, les acides gras libres provenant de l’activité de ces enzymes interagissent avec les 

protéines favorisant leur dénaturation et conduisent à l’altération du produit (Dyer and 

Fraser 1959). 

 

4.2 L’oxydation des lipides 

La stabilité du muscle vis à vis de l’oxydation dépend de la localisation, de la composition, de 

la concentration et de la réactivité de trois facteurs : les substrats et les catalyseurs de 

l’oxydation et les antioxydants (Decker and Xu 1998). Au niveau des tissus vivants, il existe 

des mécanismes naturels de contrôle de l’oxydation afin de prévenir la destruction oxydative 

des lipides membranaires, des protéines et des acides nucléiques. Ainsi, il existe une 

régulation des systèmes prooxydants et antioxydants qui permet de maintenir la balance 

entre les facteurs impliqués dans les réactions d’oxydation. La régulation des facteurs pro et 

antioxydants est perturbée à la mort de l’animal et durant le stockage et la transformation 

des muscles. Ce dérèglement induit des changements des propriétés biochimiques du 

muscle (Hultin 1994). Ces modifications sont caractérisées notamment par une 

augmentation de la teneur en fer libre (Decker and Hultin 1990), une activation des 

protéines héminiques (Kanner, German et al. 1987), la dégradation des membranes (Huang, 

Hultin et al. 1993). Ces différents facteurs favorisent le développement des réactions 

d’oxydation qui induisent la dégradation des propriétés biochimiques, organoleptiques et 

nutritionnelles de l’aliment (Frankel 1998). 

Les facteurs qui influencent l’oxydation des lipides sont nombreux. Il s’agit de facteurs 

intrinsèques tels que la composition en acides gras des lipides (nombre et position des 

insaturations), la présence de prooxydants (hème, ions métalliques, enzymes) ou 
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d’antioxydants naturels (tocophérols, caroténoïdes…) et des facteurs externes tels que la 

température, la lumière, la pression partielle en oxygène, l’activité de l’eau, les conditions de 

stockage et de transformation (Hsieh, Kinsella et al. 1989). 

 

4.2.1 Mécanismes généraux de l’oxydation des lipides 

L’oxydation des lipides peut résulter de plusieurs voies réactionnelles en fonction du milieu 

et des agents initiateurs : 

 l’auto-oxydation catalysée par la température, les ions métalliques, les radicaux 

libres ; 

 la photo-oxydation, initiée par la lumière en présence de photosensibilisateurs ; 

 l’oxydation enzymatique initiée par la lipoxygénase. 

 

L’auto-oxydation 

L’oxydation des lipides est une réaction auto-catalytique. Il s’agit d’un enchaînement de 

réactions radicalaires se déroulant en trois étapes (Figure 3). Une première réaction produit 

un radical libre par élimination d’un hydrogène de l’acide gras (initiation). Puis les réactions 

s’enchaînent pour produire plusieurs radicaux libres (propagation) qui se combinent pour 

former des composés non radicalaires (terminaison). 
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Figure 3 : Schéma général de l’oxydation des lipides 
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Mécanisme réactionnel de l’oxydation des lipides : 

 

INITIATION : En présence d’un initiateur (I), les lipides insaturés (RH) perdent un atome 

d’hydrogène pour former un radical libre de lipide (radical, lipoyle). 

 (1) 

Ce mode d’initiation, favorisé par une élévation de température, peut être produit par des 

radiations ionisantes, des générateurs chimiques, des systèmes enzymatiques ou chimiques 

produisant des espèces activées de l’oxygène, ou de traces métalliques. 

 

PROPAGATION : Les radicaux libres formés fixent l’oxygène moléculaire et forment des 

radicaux libres peroxyles instables (2) qui peuvent réagir avec une nouvelle molécule d’acide 

gras pour former des hydroperoxydes (3). 

(réaction rapide) (2) 

(réaction lente) (3) 

 

TERMINAISON : Les radicaux formés réagissent entre eux pour conduire à un produit qui 

n’est pas un radical libre. 

 (4) 

(5) 

 (6) 

 

Les hydroperoxydes peuvent également se décomposer par scission homolytique de la 

liaison O-O pour former un radical alcoyl et un radical hydroxyl. Le radical alcoyl réagit avec 

d’autres substrats et propage la réaction en chaîne. Il peut également subir une scission 

carbone-carbone de part et d’autre du radical pour former un radical alkyl et un radical vinyl. 

Le radical alkyl peut réagir avec un hydrogène, un radical hydroxyl ou une molécule 

d’oxygène générant ainsi des hydrocarbures, des alcools et d’autres hydroperoxydes. Le 

radical vinyl peut réagir avec un radical hydroxyl, un radical hydrogène ou l’oxygène 

moléculaire pour générer des aldéhydes et des hydrocarbures. 
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Photo-oxydation 

La photo-oxydation est une voie importante de production d’hydroperoxydes en présence 

d’oxygène, d’énergie lumineuse et de photosensibilisateurs tels que les hémoprotéines ou la 

riboflavine (Hultin 1992). Les photosensibilisateurs (Sens) absorbent l’énergie lumineuse et 

passent à l’état triplet excité (Sens3) (Hultin 1994). Les photosensibilisateurs interviennent 

dans l’oxydation des lipides selon deux types de mécanismes (Frankel 1998). 

Les photosensibilisateurs de type I, telle que la riboflavine, agissent comme les radicaux 

libres initiateurs. Dans leur état triplet, elles arrachent un atome d’hydrogène ou un électron 

aux molécules lipidiques pour former un radical capable de réagir avec l’oxygène (7). 

 (7) 

Selon le second mécanisme, les molécules photosensibles de type II, telles que la 

chlorophylle et l’érythrosine, réagissent dans leur état excité (Sens3) avec l’oxygène triplet 

(8) auquel elles transfèrent leur énergie pour donner de l’oxygène singulet (1O2). 

 (8) 

L’oxygène singulet ainsi formée est très électrophile et peut réagir directement sur un acide 

gras insaturé (RH) formant ainsi un hydroperoxyde ROOH (9). 

 (9) 

Par la suite interviennent les réactions radicalaires en chaîne de l’auto-oxydation. Les 

hydroperoxydes ainsi formés sont différents de ceux formés par auto-oxydation (Frankel 

1998). 

Voie enzymatique 

Le phénomène d’oxydation des acides gras insaturés peut être d’origine enzymatique. Les 

deux enzymes principalement impliquées sont la lipoxygénase et la cyclooxygénase (Hultin 

1994). La lipoxygénase catalyse l’insertion d’une molécule d’oxygène sur un acide gras 

insaturé selon une réaction stéréospécifique et aboutit à la formation d’hydroperoxydes. Elle 

agit spécifiquement sur les acides gras non estérifiés. Son activité est donc souvent couplée 

avec celle des lipases et phospholipases (Figure 4). 
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Figure 4 : Mécanisme d’initiation de la peroxydation des lipides par l’activité lipoxigénasique (German, Chen et al. 

1985) 

 

La cyclooxygénase est une lipoxygénase qui incorpore deux molécules d’oxygène au niveau 

d’un acide gras pour former des hydroperoxydes spécifiques. Les cycloxygénases catalysent 

la formation in vivo des prostaglandines et thromboxanes et les lipoxygénases celle des 

leucotriènes. Les substrats de la lipoxygénase de poisson sont les AGPI comme l’acide 

arachidonique (C20 : 4 ω 6), l’EPA (C20 : 5 ω 3) et le DHA (C22 : 6 ω 3) (Josephson and 

Lindsay 1986). 

L’oxydation enzymatique se produit même à basse température. Durant le stockage à l’état 

congelé l’activité enzymatique est très faible. Cependant, une fois la décongélation amorcée 

et des températures de 0°C à 4°C atteintes, il semblerait que cette activité reprenne et 

s’accentue (Frankel 1998). Cette activité lipoxygénasique est surtout présente au niveau des 

branchies et de la peau du poisson (German, Chen et al. 1985). Chez le poisson, les 

lipoxygénases présentes seraient les 12-lipoxygénase, 15-lipoxygénase et 9-lipoxygénase 

dont l’activité conduit à la formation des 12-hydroperoxydes, 15-hydropéroxydes et 9-

hydroperoxyde. Les activités des 12-lipoxygénase, 15-lipoxygénase, et 9-lipoxygénase ont 

été mises en évidence au sein de la peau de hareng (Clupea haerengus) et de sardine 

(Sardina pilchardus), avec une activité prédominante de la 12-lipoxygénase (Medina, Satué-

Gracia et al. 1999). 

L’activité de la 12-lipoxygénase est également présente dans les muscles de maquereaux 

(Saeed and Howell 2001). 
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La décomposition de l’acide arachidonique-12-hydroperoxyde issu de l’activité 

lipoxygénasique des ouies de truite conduit à la formation de 2-nonénal, 1-octène, 1-octen-

3-ol, 2-octène, 2-octen-1-ol. La décomposition de l’acide eicosapentaénoic-12-

hydroperoxyde conduit à la formation du 2,6-nonadiénal, 1,5-octadien-2-ol et 2,5-octadien-

1-ol (Hsieh and Kinsella 1989b). 

Au cours de la période post mortem et de la transformation des poissons, des lipoxygénases 

seraient libérées par la peau et généreraient des hydroperoxydes de lipides au sein des 

muscles (Rhee 1988). Ces hydroperoxydes participeraient à l’initiation et à la propagation de 

l’oxydation. Cette voie enzymatique de peroxydation nécessite la présence de cofacteurs et 

un pH situé entre 6 et 7 dans le cas des muscles de poisson (Rhee 1988). 

Les lipoxygénases du poisson sont inactivées à des températures supérieures à 60°C, pour 

lesquelles l’oxydation non enzymatique est favorisée. Ces enzymes peuvent être inhibées 

par les tocophérols (vitamine E) qui sont des antioxydants naturels. 

 

4.2.2 Les initiateurs de l’oxydation des lipides 

La phase d’initiation de l’oxydation des lipides peut être déclenchée par plusieurs facteurs : 

les formes activées de l’oxygène, les enzymes, les métaux ou la chaleur (Hsieh and Kinsella 

1989; Hultin 1994; Frankel 1998). 

 

4.2.3 Produits formés au cours de l’oxydation des lipides 

L’oxydation des lipides de poisson conduit à la formation de produits primaires : 

hydroperoxydes, radicaux libres, diènes conjugués, très instables et rapidement décomposés 

en produits secondaires : aldéhydes, alcools, cétones. Ainsi, lors du développement des 

réactions d’oxydation vont successivement apparaître les produits primaires et secondaires 

de l’oxydation. 

 

Produits primaires 

Des radicaux libres sont formés au cours des phases d’initiation et de propagation de la 

réaction d’oxydation des lipides. Ces espèces très instables et très réactives sont des 

composés cytotoxiques susceptibles d’induire des altérations des molécules d’ADN 
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(Kanazawa, Sawa et al. 2000) et des protéines. Les diènes conjugués, se forment par 

réarrangement des doubles liaisons du radical lipoyle des acides gras polyinsaturés. Les 

hydroperoxydes sont des produits intermédiaires de l’oxydation des lipides sans odeur 

spécifique, ils se décomposent rapidement. Ce sont les précurseurs des composés volatils. 

 

Produits secondaires 

La scission des produits primaires de l’oxydation conduit à la formation de composés 

secondaires souvent volatils. Ces composés sont responsables des odeurs propres aux 

poissons. Les poissons frais sont caractérisés par une odeur d’herbe coupée, caractéristiques 

des composés carbonylés et des alcools issus de la dégradation des acides gras polyinsaturés 

probablement par voie enzymatique (Josephson, Lindsay et al. 1984). 

Une grande variété de composés carbonylés (aldéhydes, cétones, alcools) caractérise les 

odeurs des lipides oxydés des poissons. Il s’agit notamment de l’hexanal caractéristique de la 

note « herbe coupée », du 1-octen-3-ol et 1,5-octadien-3-one qui ont une note « 

champignon ».  

Ce sont ces produits secondaires volatils qui vont nous intéresser dans notre objectif de 

caractériser la qualité du poisson avec une approche chimique. 

 

Produits d’interaction entre les produits d’altération des lipides et les 

protéines 

Les hydroperoxydes et les produits secondaires issus de l’oxydation des lipides interagissent 

avec les protéines et les acides aminés. Ces interactions ont un impact important sur la 

dégradation des propriétés fonctionnelles, sensorielles et nutritionnelles des aliments 

(Pokorny 1977). La nature de ces interactions dépend du stade de l’oxydation des lipides 

c’est à dire de la teneur en hydroperoxydes ou en produits secondaires (Ladikos and 

Lougovois 1990). 

Les hydroperoxydes sont très réactifs avec les groupements aminés et sulphydryles des 

protéines. La réaction d’un hydroperoxyde avec un groupe α-aminé conduit à la formation 

d’un aldéhyde tandis que la réaction d’un hydroperoxyde avec un groupe ε-aminé libre 

d’une lysine conduit à la formation d’une imine. Les modifications chimiques induites par les 
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interactions entre les hydroperoxydes de lipides et les protéines se traduisent par des 

polyméres protéine-protéine, des produits d’addition lipide-protéine, et des dégradations 

d’acides aminés plus particulièrement lysine, cystéine, méthionine, tryptophane (Gardner 

1979). 

Les composés carbonylés, notamment les aldéhydes, issus de l’oxydation des lipides 

réagissent avec les groupements aminés des protéines et forment ainsi des bases de Schiff. 

Les aldéhydes réagiraient préférentiellement avec les groupements thiol des cystéines et les 

groupements ε-aminé des lysines (Gardner 1979). Les réactions du malonaldéhyde, produits 

secondaires de l’oxydation des lipides avec les protéines conduit à la formation de 

groupements carbonyles au niveau des chaînes d’acides aminés (Burcham and Kuhan 1996). 

La solubilité, les propriétés émulsifiantes et rhéologiques sont affectées par les réactions 

entre les produits d’oxydation des lipides et les protéines. 

Les liaisons contractées entre les produits d’oxydation des lipides et les protéines sont de 

trois types : liaison covalente, liaison ionique, liaison hydrogène entre les groupements 

polaires des lipides oxydés et les protéines (Pokorny 1977). 

 

4.3 Altération des lipides lors de la conservation  

L’altération des lipides est favorisée au cours des procédés de conservation et de 

transformation des muscles de poisson. La dégradation des antioxydants naturels, 

l’activation des catalyseurs et les autres mécanismes d’altération post-mortem interviennent 

rapidement au sein du muscle de poisson. 

 

4.3.1 Conservation sous glace de la matière première 

Les produits de la mer sont des denrées très périssables et nécessitent une rapide 

réfrigération afin de limiter leur altération. Il est recommandé de les consommer et de les 

transformer rapidement après capture afin de limiter le développement bactérien et 

l’apparition d’odeur désagréable. Leur durée de vie varie en fonction des espèces 

considérées et dépend de la température de conservation et de l’état initial du poisson. La 

qualité initiale du poisson dépend de ses habitudes alimentaires, des conditions de 
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croissance, de la saison, des conditions de pêche comme par exemple l’écrasement en fond 

de chalut ou de cale (Garthwaite 1992). 

Après la mort des poissons, les lipoxygénases seraient libérées par la peau et généreraient 

des hydroperoxydes de lipides au sein des muscles (Rhee 1988). Ces hydroperoxydes 

participent à l’initiation et à la propagation de l’auto-oxydation. Cette voie de peroxydation 

enzymatique nécessite la présence de cofacteurs tels que le NADH et un pH optimal situé 

entre 6 et 7 dans le cas des muscles de poisson (Rhee 1988). 

Au cours de la conservation à l’état réfrigéré ou sur glace différentes réactions biochimiques 

ont lieu induisant la formation d’amines et d’hypoxanthine, d’acides gras libres, de 

composés volatils, et des modifications physico-chimiques du muscle (Nunes, Batista et al. 

1992; Nunes, Cardinal et al. 1992). Les mécanismes de dégradation des lipides au cours de la 

conservation des poissons font intervenir la voie enzymatique de l’oxydation par les 

lipoxygénases mais également les réactions d’oxydation catalysées par des facteurs tels que 

les métaux et les pigments héminiques. L’activité enzymatique de la 12-lipoxygénase est très 

élevée au cours des premières 24 heures de conservation sous glace de la sardine puis 

diminue fortement par la suite tandis que l’activité de la 15-lipoxygénase diminue de 50% en 

moins de 24 heures de conservation sous glace (Medina, Satué-Gracia et al. 1999). Les 

protéines héminiques présentent une forte activité pro-oxydante au cours de la 

conservation des poissons sous glace (Richards, Kelleher et al. 1998). 

Les composés primaires (hydroperoxydes) et secondaires (aldéhydes…) issus de l’oxydation 

des lipides interagissent avec les composés aminés (acides aminés, peptides, protéines, 

phospholipides) induisant la formation de composés d’interaction possédant des propriétés 

fluorescentes. Ainsi, si dans un premier temps, les teneurs en produits secondaires de 

l’oxydation des lipides (sr-TBA) augmentent au cours de la conservation sous glace des filets 

de poissons elle diminue par la suite (Undeland, Hall et al. 1999; Aubourg 2001). Cette baisse 

des quantités de sr-TBA résulte de l’interaction de ces molécules avec les protéines. La 

formation des composés fluorescents au cours de la conservation sous glace des filets de 

harengs (Clupea harengus) est plus importante dans la partie sous cutanées des filets que 

dans la partie ventrale (Undeland, Hall et al. 1999). Ces différences s’expliquent par une 

activité pro-oxydante supérieure au niveau de la partie sous cutanée riche en muscle rouge, 

en lipides, en hémoglobine et enzymes.  
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Chapitre III : Les différentes méthodes de 

caractérisation de la qualité d’un poisson 

 

Les produits de la mer sont généralement considérés comme des aliments riches en 

protéines, pauvres en graisses et matières grasses saturées quand ils sont comparés à 

d’autres produits alimentaires animaux riches en protéines. La fraicheur est le plus 

important attribut lors de l’évaluation de la qualité des produits de la mer et est très 

préoccupante dans le secteur. La qualité des poissons se dégrade après la mort en raison des 

réactions chimiques et des dégradations microbiennes. Le résultat de ces réactions entraine 

une détérioration de la qualité sensorielle des produits de la mer. Les poissons sont riches en 

acides gras polyinsaturés, qui sont sensibles à l’oxydation des lipides. Elle conduit au 

développement des saveurs et des odeurs de rancissement non désirés dans un produit 

comestible. Du fait de leur haut degré d’insaturation, les acides gras du poisson sont moins 

résistants à l’oxydation que les autres animaux. Ce chapitre résume les méthodes utilisées 

pour évaluer la fraicheur et la détérioration des poissons.  

 

1.  Les méthodes sensorielles 

L’analyse sensorielle est le moyen le plus utilisé par le secteur des produits de la mer et les 

services d’inspections pour évaluer la fraîcheur et la qualité des poissons et produits de la 

pêche. L’analyse sensorielle constitue un outil de mesure immédiate, rapide et précis qui 

permet d’obtenir des informations pertinentes sur les aliments et des éléments pour 

comprendre le comportement des consommateurs. Cette discipline scientifique mesure, 

analyse et interprète les réactions humaines aux caractéristiques des aliments perçues par la 

vue, l’odorat, le goût, le toucher et l’ouïe. L’évaluation sensorielle est une estimation 

systématique de l’odeur, de la saveur, de l’aspect et de la texture des aliments. 

Pendant les 50 dernières années de nombreux moyens ont été développés pour évaluer les 

poissons crus sur des bases sensorielles. En Europe, la méthode la plus utilisée est le tableau 

de cotation européen présenté dans la Directive européenne 2406/96. Quatre catégories de 

fraîcheur y sont établies : E, A, B et C correspondant aux différents niveaux d’altération. La 

catégorie E (extra) correspond au niveau de qualité le plus élevé, alors qu’au-dessous de B, le 
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poisson est considéré comme non comestible. Aujourd’hui, de nouveaux systèmes 

d’évaluations, plus rapides et plus performantes, sont utilisés pour différentes espèces, dont 

la méthode QIM (Quality Index Method). 

Développée à l’origine en Australie, elle est basée sur les changements des caractéristiques 

sensorielles des poissons crus lors de leur altération. Des notes de 0 à 1 ; 0 à 2 ; ou 0 à 3 

points de démérite (ou index) sont attribuées en fonction des changements se produisant au 

niveau de l’odeur, de la texture, de l’aspect des yeux, de la peau et des branchies. Les points 

ainsi attribués sont additionnés pour donner une note sensorielle globale ou QI (Quality 

Index). Comparée à une courbe de calibration, cette note permet d’estimer la fraîcheur en 

nombre de jour d’entreposage sous glace. En effet, le point fort de cette méthode est de 

permettre une estimation de la durée de conservation restante avec une précision 

satisfaisante. 

De nombreuses tables de cotation QIM ont été développées pour différentes espèces. La 

morue, l’églefin, le sébaste, le lieu noir, la crevette, le saumon, la barbue, la plie, la sole, le 

turbot et le hareng sont inclus dans une version informatisée, développée dans le cadre du 

projet « Développement et mise en œuvre d’un système d’évaluation sensorielle informatisé 

(QimIT) pour l’évaluation de la fraîcheur du poisson » (CRAFT FAIR FA-S2-9063). Des tables 

de cotation QIM ont été développées pour d’autres espèces telles que le maquereau, le 

chinchard, la sardine et la dorade royale. 

 

2. Les méthodes physiques 

2.1 Analyse de la texture 

L’analyse de texture des poissons et produits de la mer sont importantes pour la recherche, 

le contrôle de la qualité et le développement de produits dans l'industrie des produits de 

mer. Le muscle du poisson peut devenir mou ou pâteux à la suite d’une dégradation 

autolytique ou à la suite d’un stockage congelé. Le muscle du poisson a un niveau élevé de 

protéases qui commencent immédiatement à dégrader les protéines après la capture du 

poisson, au cours du process, puis est favorisé avec un mauvais stockage et à la cuisson 

(Aksnes 1989; Toyohara, Sakata et al. 1990). La texture comprend les caractéristiques les 

plus communes telles que la dureté, l’élasticité et la masticabilité des aliments. De 
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nombreuses méthodes mécaniques ont été utilisées pour mesurer la texture; cependant il 

existe peu d’accord pour désigner laquelle est la meilleure.  

 

2.2 Le torrymetre 

Le torrymètre a été développé en Ecosse dans la station de recherche Torry. Les propriétés 

diélectriques du poisson sont utilisées pour déterminer sa fraicheur. Les propriétés 

diélectriques de la peau et du muscle du poisson se modifient de manière systématique 

durant la dégradation des tissus. Ces changements qui se produisent sont associés aux 

modifications de l’apparence, de l’odeur, de la texture, de la saveur durant l’altération et ont 

été utilisés comme des indicateurs de qualité avec la première version commerciale du 

Torrymètre en 1970 (Burt, Gibson et al. 1976). Une relation linéaire a été trouvée entre la 

lecture du Torrymètre et les attributs sensoriels pour le cabillaud, le hareng, le merlu, le 

merlan bleu, le flet, le maquereau, la dorade et la sole d’élevage sénégalaise (Burt, Gibson et 

al. 1976; Lupin, Giannini et al. 1980; Barassi, Boeri et al. 1981; Pivarnik, Kazantzis et al. 1990; 

Hattula, Luoma et al. 1995; Lougovois, Kyranas et al. 2003; Tejada, De las Heras et al. 2007). 

Cependant, Gelman, Drabkin et al. (2003) ont démontré que les mesures du Torrymètre sur 

6 espèces d’origine différente étaient mal corrélées avec l’évaluation sensorielle. Le lavage à 

l’eau du poisson et sa concentration en graisse ont aussi un effet sur les propriétés 

diélectriques et tendent à faire varier les valeurs observées du Torrymètre (Pivarnik, 

Kazantzis et al. 1990).  

 

2.3 L’intellectron Fischtester VI 

Les principes de bases du Torrymètre (Royaume-Uni) et de l‘Intellectron Fischtester VI 

(Allemagne) sont similaires, les propriétés électriques de la chair du poisson sont mesurées 

(résistance, conductivité, et capacité) (Jason and Richards 1975). Cette méthode est basée 

sur la conduction à travers la peau, par conséquent, fonctionne seulement sur du poisson 

entier et des filets avec leurs peaux. La congélation et la manutention mécanique peut 

affecter les mesures.  
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2.4 Le RT-Freshtester 

Comme le Torrymètre et l’Intellectron Fischtester VI, le RT-Freshtester reflète les propriétés 

diélectriques du poisson, et ces mesures diminuent avec le temps de stockage. Le RT-

Freshtester est rapide et non destructif, et permet de classer automatiquement 60-70 

poissons par minute. Cependant, ces appareils ont besoins d’un étalonnage en fonction de la 

préparation des échantillons, la saison, les lieux de pêche et les procédures de manutentions 

du poisson. Ils sont inappropriés pour les poissons congelés et décongelés, partiellement 

gelé par réfrigération, et pour les poissons réfrigérés dans l’eau de mer (Dalgaard 2000). 

 

L’inconvénient de ces  3 appareils est qu’ils sont couteux et restent très peu utilisés pour 

l’évaluation de la fraîcheur du poisson. 

 

2.5 Le nez électronique 

L’odeur, un indicateur de la fraicheur du poisson, a été analysée par des juges ou la 

chromatographie gazeuse. Un nez électronique appelé FreshSense a été développé et 

distribué par Element-Bodvaki en Islande. Leur appareil utilise une méthode, rapide et non 

destructive, qui en mesurant les composés volatils indique l’altération de l’odeur dans les 

produits de la mer. FreshSense est basé sur un système d’échantillonnage statique et clos 

avec des capteurs électrochimiques de gaz, qui sont sensibles aux composés volatils. Les 

produits chimiques les plus impliqués dans l’odeur du poisson frais sont des alcools et 

carbonyles à longues chaines, des bromophénols et des composés N-cycliques. Cependant, 

les alcools et carbonyles à courtes chaines, les amines, les composés soufrés, aromatiques, 

N-cycliques et acides sont produits par la dégradation microbienne et l’oxydation des lipides 

durant le stockage des poissons (Olafsdottir, Hognadottir et al. 2000; Alimelli, Pennazza et al. 

2007). Les concentrations de ces composés sont liées au degré d’altération. Différents nez 

électroniques ont été employés pour mesurer la fraicheur du poisson avec des capteurs de 

gaz à oxydes métalliques semi-conducteurs, des capteurs electrochimiques (CO, H2O, NO, 

SO2 et NH3), des résonateurs en quartz à cisaillement d’épaisseur, un capteur de gaz au 

diméthylamine (DMA) semi-conducteur et un prototype de capteur de gaz à l’état solide 

appelé le FishNose (Schweizer-Berberich, Vaihinger et al. 1994; Di Natale, Brunink et al. 

1996; Olafsdottir, Martinsdottir et al. 1997a; Olafsdóttir, Martinsdóttir et al. 1997b; Haugen, 
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Chanie et al. 2006). Olafsdottir, Li et al. (2002) ont étudié la fraicheur du sébaste et ont 

trouvé qu’il existe une bonne corrélation entre la réponse du capteur CO et la méthode QIM 

pour le sébaste conservé sous atmosphère modifié. Tryggvadottir and Olaafsdottir (2000) 

ont aussi trouvé que les résultats des capteurs électroniques (CO, H2O, NO, SO2 et NH3) pour 

l’églefin à différentes saisons montrent des tendances similaires. Des études sur les têtes et 

les filets de cabillaud ont aussi donné des résultats similaires et il a été constaté que le 

capteur CO montre de meilleures réponses. Di Natale, Olafsdottir et al. (2001) ont démontré 

que la combinaison de système de nez électronique basée sur différents capteurs 

technologiques améliore les performances comparé à une technologie simple pour la morue. 

 

2.6 Spectroscopie de réflectance dans l’infrarouge proche  

La spectroscopie de réflectance dans l’infrarouge (NIR) proche a été utilisée dans diverses 

applications analytiques. La technique est caractérisée par sa vitesse et sa simplicité, elle a la 

capacité de mesurer de nombreux échantillons dans un délai court, elle peut être opérée sur 

la ligne, elle est non destructive, facile d’utilisation et nécessite peu de formation pour les 

opérateurs (Nilsen and Esaiassen 2005). Cette méthode a été appliquée pour déterminer la 

teneur en matières grasses, en eaux et en protéines dans le poisson (Downey 1996; Wold 

and Isaksson 1997; Nortvedt, Torrissen et al. 1998; Vogt, Gormley et al. 2002; Khodabux, 

L'Omelette et al. 2007), la teneur en acides gras libres (FFA) dans l’huile de poisson (Zhang 

and Lee 1997; Cozzolino, Murray et al. 2005), la capacité de rétention d’eau dans le muscle 

de poisson décongelé (Bechmann and Jørgensen 1998); et l’évaluation de la qualité du merlu 

rouge émincé congelé (Pink, Naczk et al. 1999), du cabillaud péché à la palangre et au filet 

maillant (Nilsen and Esaiassen 2005), puis des filets de cabillaud décongelés et réfrigérés 

sous atmosphère modifiée (Bøknæs, Jensen et al. 2002). 

La spectroscopie infrarouge à transformée de Fourier (FT-IR) est aussi une technologie 

rapide, non destructrice, installée sur la chaine de production industrielle. Par contre, elle 

demande une manipulation importante de l’échantillon, qui entraine un changement de la 

structure et des protéines dans le muscle. Comparer avec la FT-IR, la spectroscopie 

infrarouge à transformée de Fourier à réflexion diffuse (DRIFT) présente des avantages, son 

utilisation est simple, rapide, sensible, peu coûteux, et nécessite de petites quantités 

d’échantillon. Pour la première fois, cette technique a été appliquée au muscle de sardines 
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conservées sous glace. Elle a permis d’évaluer la fraicheur et la qualité de la sardine durant 

ce stockage sous glace (Rodriguez-Casado, Carmona et al. 2007). 

 

3.  Les méthodes microbiologiques 

Le but des examens microbiologiques des produits de la pêche est d’évaluer la présence 

possible de bactéries ou d’organismes pouvant avoir des conséquences sur la santé publique 

et de donner une idée de la qualité hygiénique du poisson incluant la rupture de la chaîne du 

froid, l’hygiène au cours de la manutention et du traitement. Les données microbiologiques 

ne fournissent pas en général d’informations sur l’appétence ou la fraîcheur.  

Les examens bactériologiques traditionnels sont complexes, longs, coûteux et requièrent des 

compétences pour leur exécution et l’interprétation des résultats.  

 

4. Les méthodes chimiques et biochimiques 

Les méthodes chimiques et biochimiques pour l’évaluation de la qualité des produits de la 

mer sont plus fiables et plus précises, depuis qu’ils éliminent les opinions personnelles sur la 

qualité des produits. Ces méthodes objectives doivent être en corrélation avec la qualité 

sensorielle, et les composés chimiques qui sont déterminés doivent augmenter ou diminuer 

comme la détérioration microbienne ou les procédés d’autolyse (Huss 1995). A l’heure 

actuelle, la méthode la plus utilisée pour évaluer la fraicheur du poisson est combinée avec 

plusieurs mesures obtenues par différentes méthodes et corrélée les résultats avec l’analyse 

sensorielle (Olafsdóttir, Martinsdóttir et al. 1997b). Les procédures les plus utilisées pour 

mesurer objectivement la qualité des produits de la mer sont données dans ce paragraphe. 

 

4.1 ATP et ses produits de dégradation  

La rigor mortis se produit dans les tissus musculaires après la mort et est associée à la 

rigidité du muscle ou de la chair. Ce processus résulte de la dégradation de l’adénosine 

triphosphate (ATP), qui est la principale source d’énergie pour l’activité métabolique. Il a été 

indiqué qu’il existe une corrélation entre le catabolisme nucléotidique et la perte de 

fraicheur. La dégradation nucléotidique reflète à la fois l’action des enzymes autolytiques et 

l’action bactérienne (Huss 1995). La dégradation de l’ATP jusqu’à l’acide urique a été 



54 

 

schématisée dans le chapitre précédent (Figure 1 p 28). La phase initiale de la réaction 

catalysée par des enzymes endogènes se met en place rapidement, conduisant à 

l’accumulation d’adénosine diphosphate (ADP) et inosine monophosphate (IMP). 

L’oxydation de l’hypoxanthine (Hx) en xanthine et acide urique est plus lente et est le 

résultat de l’activité des enzymes endogènes et de l’activité microbienne (Kennish and 

Kramer 1987). L’IMP est associé à la saveur de poisson frais, alors que l’inosine et Hx reflète 

une mauvaise qualité (Howgate 2005). 

Les concentrations d’ATP et des ces produits de dégradation ont été utilisés comme 

indicateurs de fraicheur de plusieurs espèces de poisson (Chang, Chang et al. 1998; Kyrana 

and Lougovois 2002; Özogul, Özyurt et al. 2005; Özogul, Özogul et al. 2006; Kuda, Fujita et al. 

2007).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

La valeur K comprend les produits intermédiaires de dégradation et varie suivant les espèces 

de poissons (Ryder, Buisson et al. 1984; Murata and Sakaguchi 1986). Depuis qu’il a été 

démontré que les nucléotides adénosine sont presque convertis en IMP après 24h post 

mortem, Karube, Matsuoka et al. (1984) ont proposé une valeur Ki, qui exclue l’ATP, l’ADP et 
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l’AMP. Cependant, dans plusieurs espèces ATP, ADP et AMP demeurent même après 2 

semaines (Karube, Matsuoka et al. 1984). Avec certaines espèces, il a été montré que la 

valeur Ki augmentait rapidement puis restait constante même si la qualité/fraicheur 

continuait de diminuer (Luong, Male et al. 1991).  Par conséquent la valeur K est supérieure 

aux autres. La valeur G proposée par Burns, Ke et al. (1985) est supérieur à la valeur Ki dans 

le cabillaud d’atlantique conservé sous glace. En plus, des valeurs H ont été décrites par 

Luong, Male et al. (1992) comme un indice de la qualité/fraicheur. La valeur H, dans le 

cabillaud du pacifique conservé sous glace, a tendance à augmenter régulièrement, 

indiquant sa supériorité sur la valeur Ki (Luong, Male et al. 1992). Gill, Thompson et al. 

(1987) ont aussi proposé la valeur Fr pour le thon à nageoire jaune. Ces résultats montrent 

que mesurer la concentration d’un seul produit de dégradation nucléotidique pour 

déterminer la qualité de fraicheur d’un poisson n’est pas approprié, mais de mesurer la 

concentration de l’ATP et de ces produits de dégradation peut être utile dans la 

détermination de la qualité de la fraicheur (Botta 1995). La valeur P a été décrite par Shahidi, 

Chong et al. (1994). La détermination des valeurs G et P ont été utile avec les poissons 

maigres. Cependant, c’est difficile d’obtenir des valeurs G et P significatives avec les poissons 

gras détériorés en raison du rancissement. Il a été reporté que les valeurs K et les autres 

(excepter F) augmentent linéairement dans le turbot (Özogul, Özogul et al. 2006), la dorade 

royale (Alasalvar, Taylor et al. 2002) et l’anguille (Özogul, Özyurt et al. 2005). Le taux de 

dégradation nucléotidique varie selon les espèces, le stress à la capture, la manipulation, la 

saison et les conditions de stockage (Luong and Male 1992). 

Plusieurs méthodes ont été proposées pour l’analyse des nucléotides mais la méthode par 

HPLC reste la plus fiable d’entre elles. Les valeurs K, Ki, G, P et H ont été calculées selon les 

procédures décrites par Saito, Arai et al. (1959), Karube, Matsuoka et al. (1984), Shahidi, 

Chong et al. (1994), Luong, Male et al. (1992) et Gill, Thompson et al. (1987). 

 

4.2 pH 

Le pH est aussi un paramètre important qui montre la diminution de la qualité de la chair 

durant le stockage. Le procédé technologique est influencé par le développement de la rigor, 

la température post mortem, et le pH (Greaser and Pearson 1999). Le pH post mortem varie 

de 5,5 à 7,1 suivant la saison, les espèces et d’autres facteurs (Haard 2002). Un pH faible est 
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utilisé comme un indicateur de stress au moment de l’abattage de beaucoup d’animaux. Un 

pH initial faible est associé avec une augmentation de stress à l’abattage (Morzel and Van De 

Vis 2003; Özogul, Özyurt et al. 2005). C’est causé par la diminution des réserves 

énergétiques, principalement le glycogène, avec la production de lactate. Puisque l’activité 

des enzymes dépend du pH, il affecte les réactions qui se déroulent pendant le stockage du 

poisson. Un pH relativement faible peut entrainer une diminution des liaisons d’eau dans les 

myofibrilles, affectant la diffusion de lumière et l’apparence du poisson. Un pH faible 

favorise aussi l’oxydation des myoglobines et des lipides (Haard 2002). 

 

4.3 Azote Basique Volatil Total (ABVT) 

Dans les produits de la mer, l’ABVT comprend principalement la triméthylamine (TMA, 

produit par les bactéries d’altération), l’ammoniac (produit par désamination des acides 

aminés et des catabolites de nucléotides), la diméthylamine (DMA, produit par les enzymes 

autolytiques durant la congélation). Ces indicateurs ne sont pas performants sur toutes les 

espèces. Ce sont plus des indicateurs qui reflètent les stades d’altération plutôt que la 

fraicheur mais ils restent encore utilisés de nos jours.  

Cet axe de recherche a fait l’objet des premiers travaux (Malle and Poumeyrol 1989) 

effectués au sein du laboratoire de l’ANSES de Boulogne sur mer, où s’est déroulé la thèse.  

Une méthode mesurant l’ABVT et la TMA est détaillée dans les résultats avec l’article 4 : 

Leduc F., N’Guessan A., Krzewinski F., Duflos G., Kol O. and Malle P. “Differentiation of fresh 

and frozen-thawed fishes (whole and fillets) European sea bass (Dicentrarchus labrax) and 

gilthead seabream (Sparus aurata), Cod (Gadus morhua) and salmon (Salmo salar) using 

volatile compounds by solid-phase microextraction gas chromatography- mass 

spectrometry”. Journal of the Science of Food and Agriculture. Submitted: 25-May-2011. 

 

4.4 Triméthylamine (TMA) 

A la suite de la mort du poisson, les bactéries agissent sur l’OTMA via l’enzyme OTMA 

déméthylase pour produire la TMA, qui est considérée comme la principale cause de 

mauvaises odeurs dans les produits de la pêche (Olafsdottir, Martinsdottir et al. 1997; 

Olafsdóttir, Martinsdóttir et al. 1997). La TMA peut être utilisée comme un indicateur de 
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l’altération mais pas comme un indicateur de fraicheur. Cependant son utilité dépend de la 

période de l’année, de la localisation de la pêche, du stade de l’altération, du type de 

stockage et procédé, et des méthodes d’analyses employées. 

Plusieurs méthodes analytiques ont été développées pour mesurer la TMA, DMA ou encore 

ABVT : la distillation à vapeur (Malle and Poumeyrol 1989), la microdiffusion Conway et 

titration (Conway 1947), une méthode colorimétrique, la photométrie (Zhi, Rios et al. 1995), 

une méthode HPLC (Malle, Valle et al. 1996), une méthode GC (Veciana-Nogues, Albala-

Hurtado et al. 1996), une méthode d’électrophorèse capillaire (Timm and Jørgensen 2002), 

une méthode de débit d’injection de diffusion de gaz (Dhaouadi, Monser et al. 2007), 

biocapteur à l’aide de l’enzyme flavin-containing monooxygenase type 3 (Mitsubayashi, 

Kubotera et al. 2004), et  capteur semi conducteur basé sur le vert de bromocresol (Pacquit, 

Lau et al. 2006). 

 

4.5 Diméthylamine (DMA) 

Commeexpliqué précédemment, le poisson contient de l’OTMA, qui est converti en TMA par 

les bactéries. Durant le stockage réfrigéré ou congelé du poisson, quand la croissance 

bactérienne est inhibée, cette réaction est remplacée par l’action d’une enzyme pour se 

convertir lentement en DMA et formaldéhyde (Huss 1995; Simeonidou, Govaris et al. 1997). 

La formation de ces produits peut causer des changements de qualité importante durant 

une congélation longue. La quantité de DMA produite dépend de l’espèce, de la 

température et du temps de stockage. La DMA peut être utilisé comme un indicateur 

d’altération durant la congélation de plusieurs espèces comme le merlu (Rey-Mansilla, 

Sotelo et al. 2001).  

 

4.6 Formaldéhyde 

Le formaldéhyde contenu dans les produits de la pêche est considéré comme non toxique, 

mais qui peut réagir avec plusieurs composés chimiques comme des résidus d’acide aminé et 

des composés de faible poids moléculaires, qui entraine la dénaturation des protéines 

(Nielsen and Jorgensen 2004). Le formaldéhyde contenu dans les produits de la pêche 

congelés est généralement utilisé comme un indicateur d’altération, spécialement pour les 
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gadidés. Bianchi, Careri et al. (2007) ont réalisé des études sur la quantification de 

formaldéhyde sur différentes espèces de poisson avec différents modes de conservation.  

 

4.7 Amines biogènes 

La concentration d’amines biogènes a été rapportée comme étant une méthode fiable de 

mesure de la qualité du poisson, selon les espèces examinées (Yamanaka, Shiomi et al. 1989; 

Rodríguez, Besteiro et al. 1999; Özogul, Taylor et al. 2002). La formation d’amines biogènes 

résulte de la dégradation microbienne durant un long stockage du poisson, et la 

concentration de celles-ci augmente avec la durée de stockage (Da Silva, Pinho et al. 2002; 

Özogul and Özogul 2006; Özogul, Özogul et al. 2006). Les amines biogènes sont générées par 

la décarboxylation microbienne des acides aminés libres spécifiques dans le poisson et les 

crustacés (Rawles, Flick et al. 1996). Les plus importantes amines biogènes produites  après 

la mort du poisson sont l’histamine, la putrescine, la cadaverine, la tyramine, la tryptamine, 

la 2-phényléthylamine, la spermine, la spermidine et l’agmatine. L’importance d’estimer la 

concentration en amines biogènes dans le poisson et les produits à base de poisson est liée à 

leurs impacts sur la santé humaine et la qualité du produit. Depuis que nous savons que les 

amines sont produites par l’altération bactérienne, leurs teneurs sont considérées comme 

des indices de l’altération plutôt que de la fraicheur (Mackie, Pirie et al. 1997). De plus, les 

désavantages d’utiliser les amines biogènes comme un indice de qualité de la fraicheur sont 

que leurs absences n’indiquent pas nécessairement un produit de haute qualité (Gill 1990). 

Parmi les amines biogènes, l’histamine est potentiellement dangereuse et est l’agent 

causant des intoxications histaminiques (Morrow, Margolies et al. 1991). D’autres, surtout 

putrescine et cadaverine, sont rapportés pour augmenter la toxicité de l’histamine. La 

consommation de produits de la mer contenant de fortes quantités de ces amines peut avoir 

des effets toxicologiques, et peut encore plus poser des problèmes pour les personnes 

sensibles (Bodmer, Imark et al. 1999). Les concentrations dangereuses  d’histamines sont 5 

mg / 100 g de poisson pour les USA (Food and Drug Administration 1996) et 20 mg / 100 g 

pour l’UE (EEC 1991). La teneur en amines biogènes dans le poisson dépend de l’espèce, de 

la teneur en acides aminés libres, de la présence de microorganismes décarboxylase positif, 

du moment de la capture et du contenu de la flore microbienne dans l’estomac à la mort qui 

varie suivant les saisons (Rodríguez, Besteiro et al. 1999). 
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Par le biais des réactions de décarboxylation, la tyrosine produit la tyramine, l’histidine 

l’histamine, et l’arginine conduit à la putrescine. La cadaverine est dérivée de la lysine, la 

tryptamine du tryptophane, et la 2-phényléthylamine de la phénylalamine. La putrescine est 

aussi un intermédiaire des voies métaboliques qui mène à la spermidine et spermine (Moret 

and Conte 1996). L’indice de qualité QI et l’indice d’amine biogénique (BAI) ont été 

proposées par Mietz et Karmas (1977) et Veciana-Nogues et al. (1997) pour déterminer la 

qualité du poisson. Les formules sont les suivantes : 

 

 

 

 

 

Qi est basée sur les augmentations de la putrescine, la cadaverine et l’histamine et les 

diminutions de la spermine et la spermidine durant le stockage du poisson, alors que la BAI 

est basée seulement sur les augmentations de l’histamine, la putrescine, la cadaverine et la 

tyramine. Il existe plusieurs techniques d’analyse utilisées pour déterminer la concentration 

en amines biogènes, dont la chromatographie sur couche mince (Shalaby 1995), la HPLC 

(Mietz and Karmas 1977; Hwang, Chang et al. 1997), la GC (Feier and Goetsch 1993), 

l’électrophorèse capillaire (Arce, Rios et al. 1997), et l’utilisation de biocapteurs (Poli, 

Zampacavallo et al. 2000). Parmi ces techniques, la CLHP est la plus performante car elle est 

plus sensible, fiable et reproductible. 

 

4.8 Méthodes de mesures de l’altération des lipides 

4.8.1 Analyse des produits formés par la lipolyse 

Les produits résultants de l’hydrolyse enzymatique des lipides sont des acides gras libres, des 

monoglycérides, des diglycérides et des lysophospholipides. 

La chromatographie en phase gazeuse des lipides neutres triméthylsilylés puis injectés 

permet de séparer et quantifier les différents composés résultant de la lipolyse des 

triglycérides. Cependant ce type d’analyse nécessite d’extraire les lipides, puis les classes de 
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lipides sur colonne de silice par exemple. Enfin les lipides neutres sont triméthylsililés suivi 

de l’injection des dérivés TMS en chromatographie en phase gazeuse. 

Les glycérides partiels peuvent également être séparés par chromatographie en couche 

mince en présence d’étalons internes. Les différentes fractions sont récupérées après 

séparation et sont injectées en chromatographie en phase gazeuse afin de séparer, identifier 

et quantifier les esters méthyliques d’acides gras de chaque fraction. 

La séparation et l’identification des phospholipides de la fraction de lipides polaires peuvent, 

par exemple, être réalisée par HPLC afin de déterminer la formation des lysophospholipides. 

D’autres techniques permettent de quantifier globalement les acides gras libres présents 

dans une huile. Il s’agit de méthodes titrimétriques telle que la méthode normalisée ou 

colorimétrique. Par exemple, le dosage colorimétrique des acides gras libres qui forment un 

savon avec l’acétate de cuivre en présence de pyridine. Le savon ainsi formé possède un 

maximum d’absorption dans le benzène à une longueur d’onde de 715 nm (Lowry and 

Tinsley 1976). 

La spectroscopie infrarouge permet de déterminer la teneur en acides gras libres au sein 

d’huiles et d’extraits lipidiques. Cependant la méthode est peu sensible car le groupe 

carboxylique C=O présente une bande à 1711 cm-1, qui se traduit par un épaulement lorsque 

la proportion d’acides gras libres est faible par rapport aux lipides totaux (Guillén and Cabo 

1997). 

4.8.2 Mesure de l’oxydation des lipides 

Lors des études de cinétique d’oxydation des lipides, l’état d’avancement de la réaction peut 

être évalué par la mise en évidence de la disparition des substrats de l’oxydation.  

Afin de déterminer l’état d’oxydation d’un aliment il est nécessaire de mesurer 

simultanément les quantités des produits primaires et secondaires résultant de l’oxydation 

des lipides. Une grande variété de méthodes est disponible en fonction de l’information et 

de la précision recherchées et du substrat étudié (Dobarganes and Velasco 2002). Seules les 

plus fréquemment rencontrées dans les études portant sur l’oxydation des lipides de 

poissons sont présentées. 
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Analyse des substrats de l’oxydation 

L’étude de la consommation d’oxygène permet de suivre les phases d’initiation et de 

propagation de la réaction. Les méthodes de mesure sont manométriques (mesure de la 

pression partielle en oxygène), polarographique (mesure de la consommation d’oxygène), 

chromatographiques ou gravimétriques par mesure de l’augmentation du poids consécutive 

à la fixation d’oxygène. Ce type d’analyse est employé pour déterminer les cinétiques 

d’oxydation des lipides en système modèle pour des tests accéléré d’oxydation ou dans le 

cas de conservation d’échantillons en emballage étanche. Mais il n’est pas utilisé pour 

déterminer les degrés d’oxydation d’un produit. 

La cinétique de disparition d’un ou plusieurs acides gras peut être étudiée. L’analyse des 

acides gras est réalisée après extraction des lipides, méthylation des acides gras et 

chromatographie en phase gazeuse. La difficulté consiste à extraire quantitativement la 

matière grasse et à minimiser les pertes au niveau des réactions de méthanolyse (Berset and 

Cuvelier 1996). 

 

Mesure des produits primaires 

Les produits primaires de l’oxydation des lipides peuvent être analysés à l’aide de 

nombreuses techniques présentant de grandes différences au niveau de leur sensibilité, leur 

facilité d’utilisation, et la nature de la matrice. Si certaines techniques fonctionnent sur des 

systèmes « simples », comme des huiles, elles ne sont pas forcément adaptées à des 

systèmes plus complexes tels que le poisson et ses produits transformés. 

Détermination des diènes conjugués 

Les produits primaires de l’oxydation des lipides contenant des doubles liaisons conjuguées 

peuvent être quantifiés par spectrométrie UV (Corongiu, Banni et al. 1994). En effet, 

l’oxydation des acides gras polyinsaturés s’accompagne d’un déplacement des doubles 

liaisons qui passent de la position malonique à la position conjuguée. Les diènes conjugués 

absorbent à 232-233 nm et les triènes conjugués à 268 nm, ils peuvent être déterminés par 

mesure de l’absorbance à ces longueurs d’onde. Cette méthode est rapide une fois les 

lipides du produit à analyser extraits, mais peu spécifique (Gray 1978). 

Elle convient bien pour le suivi des premiers stades de l’oxydation des lipides dans des 

systèmes simplifiés ou pour des systèmes biologiques. Cependant cette mesure est moins 
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adaptée aux milieux complexes tels que le muscle ou des aliments solides dans lesquels les 

risques d’interférences sont nombreux. Un fort bruit de fond résultant d’interférences entre 

les lipides natifs et les diènes conjugués peut être observé et perturber les mesures (Berset 

and Cuvelier 1996). La détermination d’un indice (I=A233 nm/A215 nm) proposé par Klein 

(1970) permet de limiter l’interférence de ce bruit de fond en mesurant l’absorbance à 214-

215 nm correspondant au point isobestique des lipides. 

Dosage des hydroperoxydes 

Les hydroperoxydes sont des produits intermédiaires instables qui sont rapidement 

dégradés pour donner des composés hydroxylés et carbonylés. Les concentrations en 

hydroperoxydes mesurées correspondent en fait à la différence entre formation et 

décomposition des peroxydes. Les concentrations en hydroperoxydes peuvent être 

déterminées à l’aide de nombreuses méthodes à adapter en fonction du substrat étudié. 

Deux groupes de méthodes peuvent être distingués : les méthodes analytiques permettent 

de déterminer la concentration en hydroperoxydes et les techniques chromatographiques 

permettant d’identifier et de quantifier la nature et les teneurs en hydroperoxydes 

spécifiques (Dobarganes and Velasco 2002). Ces méthodes chromatographiques comme la 

chromatographie liquide haute performance couplée à la détection par chemiluminescence 

(Koskas, Cillard et al. 1983; Yang, Qiang et al. 1991) et la chromatographie en phase gazeuse  

(Van Kuijk, Thomas et al. 1990) couplée à la spectrométrie de masse et des méthodes 

spectroscopiques comme la résonance magnétique nucléaire (Frankel, Neff et al. 1990) et 

infra rouge (Ruíz, Canada et al. 2001) permettent de caractériser les hydroperoxydes dans 

les systèmes biologiques. Ces techniques sont reproductibles et sensibles mais complexes et 

inadaptées à des analyses de routine. La spectroscopie en proche infrarouge appliquée 

directement sur des lipides est rapide, non destructive et les résultats sont bien corrélés 

avec les méthodes iodométriques et colorimétriques, mais l’appareillage reste coûteux 

(Yildiz, Wehling et al. 2003). 

Les méthodes les plus utilisées pour déterminer les teneurs en hydroperoxydes sont les 

méthodes iodométriques et colorimétriques. La méthode iodométrique consiste à mesurer 

l’iode produit par l’oxydation de l’iodure de potassium par les peroxydes présents. L’iode 

formé est dosé par une solution titrée de thiosulfate de sodium. Cependant, cette méthode 

normalisée nécessite une quantité de lipides assez importante. De plus, l’oxygène de l’air, la 
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présence de lumière et l’absorption de l’iode par les acides gras insaturés interférent sur le 

dosage (Frankel 1998). Les méthodes colorimétriques sont basées sur le principe de 

l’oxydation du Fe2+ en Fe3+ par les hydroperoxydes présents. La méthode au thiocyanate de 

fer (Shantha and Decker 1994) est basée sur l’oxydation des ions ferreux en ions ferriques en 

présence de peroxydes suivi d’une mesure spectrophotométrique du complexe formé entre 

les ions ferriques et le thiocyanate. La méthode au xylénol orange (Wolff and Lester 1994) 

repose sur l’oxydation en milieu acide des ions ferreux en ions ferriques par les 

hydroperoxydes de l’échantillon. Le complexe coloré formé entre les ions ferriques et le 

xylenol orange possède un maximum d’absorption à 560-580 nm. Ces différentes techniques 

colorimétriques ont été mises au point sur des huiles purifiées (Burat and Bozkurt 1996) ou 

des liposomes (Jiang, Woollard et al. 1991). Elles sont sensibles, rapides et nécessitent une 

plus faible quantité de lipides que la méthode iodométrique mais elles requièrent une 

extraction préalable des lipides. Or l’extraction des lipides effectuée en présence d’oxygène, 

peut générer elle-même des hydroperoxydes et/ou induire la décomposition des 

hydroperoxydes présents. Une méthode modifiée du dosage des hydroperoxydes par le 

xylénol orange réalisée sur des extraits tissulaires de mammifères sans extraction des lipides 

préalable a été proposée par Hermes-Lima et al. (1995). 

 

Mesure des produits secondaires 

Dosage des composés aldéhydiques 

La nature des aldéhydes et leurs proportions relatives dépendent beaucoup de l’acide gras 

oxydé. Deux méthodes colorimétriques sont employées couramment pour les doser : l’indice 

de p-anisidine et le test à l’acide thiobarbiturique. 

La détermination de l’indice de para-anisidine repose sur le principe qu’en milieu acétique la 

p-anisidine donne un complexe coloré en jaune avec des diénals conjugués. L’indice de p-

anisidine est défini comme 100 fois l’absorbance mesurée à 350 nm, d’une solution résultant 

de la réaction de 1 g de lipides dans 100 mL de solvant contenant la p-anisidine.  

Le test à l’acide 2-thiobarbiturique repose sur la formation d’un complexe coloré rose 

résultant de la réaction entre une molécule de malonaldéhyde et deux molécules d’acide 2- 

thiobarbiturique. Le complexe coloré formé absorbe à 532-535 nm. De nombreuses 

adaptations de cette méthode ont été proposées (Vincke, 1970; Guillén-Sans and Guzmàn- 
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Chozas, 1998; Wang et al. 2002). Des aldéhydes tels que les 4-hydroxy-alcenal, les 2,4- 

alcadiénal, les 2-alcenal réagissent également avec l’acide 2-thiobarbiturique pour former un 

complexe coloré (Sun et al. 2001). C’est la raison pour laquelle le terme de « substances 

réactives à l’acide thiobarbiture (sr-TBA) est employé. La réaction du TBA est réalisée en 

milieu acide (pH 1-2) et à haute température (70°C-100°C) pour accélérer la vitesse de 

réaction et augmenter la sensibilité. Certaines substances de nature glucidique sont 

susceptibles d’interférer avec le test. 

 

Dosage des composés volatils  

Le dosage des composés volatils sera expliqué dans le chapitre IV. 

 

4.9 Analyse des composés résultant de l’interaction entre les produits d’altération 

des lipides et les protéines 

4.9.1 Détermination des composés fluorescents 

La fluorescence est le phénomène qui résulte de l’émission de photons par une molécule 

après excitation de cette molécule par une radiation lumineuse dans l’UV ou le visible. La 

fluorescence représente un outil d’analyse puissant du fait de sa grande sensibilité et 

spécificité. Cette technique permet d’obtenir des informations sur la présence de molécule 

fluorescente et sur leur environnement.  

Deux dispositifs permettent de mesurer l’intensité de fluorescence : la spectroscopie de 

fluorescence à angle droit pour laquelle l’observation de la luminescence est faite à 90° de la 

direction d’excitation, et la spectroscopie de fluorescence en mode frontal pour laquelle la 

luminescence est mesurée sur la même face que celle qui reçoit l’excitation. La première 

technique est adaptée à l’étude des solutions tandis que la deuxième permet l’étude de 

milieu turbide ou pâteux. 

Les chromophores fluorescents produits à partir de phospholipides oxydés et d’esters 

d’acides gras oxydés en présence de phospholipides possèdent une fluorescence maximale à 

une longueur d’onde d’excitation (λex) de 365 nm et une à longueur d’onde d’émission 

(λem) de 435-440 nm. Les bases de Schiff résultant d’interaction avec le malonaldéhyde et 

les phospholipides présente une fluorescence maximale à λex = 400 nm et λex = 475 nm. Des 
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spectres de fluorescence à des λex = 320 nm et λex = 420 nm résultent d’interactions entre 

les produits primaires et secondaires de l’oxydation des lipides avec l’ADN en présence de 

métaux de transition et d’agents réducteurs. Les bases de Schiff résultent d’interaction entre 

les produits d’oxydation des lipides et différentes molécules présentes aboutissant à un 

mélange de chromophores aux propriétés fluorescentes très proches. 

Différentes techniques de fluorescence ont été utilisées pour déterminer les interactions 

entre les produits d’oxydation des lipides et les autres composés au sein du muscle de 

poisson au cours de la conservation. La mesure en fluorescence à angle droit est réalisée sur 

la phase organique et/ou aqueuse résultant de l’extraction des lipides par un mélange 

chloroforme/méthanol. Une solution de sulfate de quinine est utilisée pour calibrer 

l’appareil. 

Ce type d’analyse réalisé sur du thon après cuisson et au cours de la conservation des 

sardines a montré que le rapport des intensités de fluorescence mesurées à λex/λem : 

393/463 nm et 327/415 nm est un bon indicateur de la qualité du poisson (Aubourg, Sotelo 

et al. 1998). La fluorescence observée est attribuée aux composés de type base de Schiff 

résultant des interactions entre les protéines et les produits d’oxydation des lipides. 

La mesure de la fluorescence en mode frontal est réalisée directement sur l’échantillon 

(solide, pâteux, visqueux…) et ne nécessite donc pas d’extraction préalable. Cette technique 

utilisée sur du muscle de sardine délipidé mis en présence d’huile de sardine à permis de 

mettre en évidence la présence de deux pics de fluorescence (I : ex.370 nm, em.460 nm et II 

: ex.450 nm, em.500 nm). Le deuxième pic est corrélé aux mesures d’altération des lipides 

(Hasegawa, Endo et al. 1992). Les mesures de fluorescence en mode frontal sur des filets de 

merlan bleu conservé 249 jours à -5°C, -10°C,-15°C et -20°C indiquent une augmentation de 

l’intensité de fluorescence mesurée à 370/460 nm, d’autant plus rapide que la température 

de conservation est élevée (Davis 1982). Une étude de Dufour, Frencia et al. (2003) a montré 

la possibilité d’utiliser la spectrométrie en fluorescence frontale pour déterminer un indice 

de qualité des filets de poisson avant leur transformation. 

 

4.9.2 Détermination de l’altération des protéines 

Différentes méthodes peuvent être mises en œuvre afin de déterminer le niveau d’altération 

des protéines résultant d’interactions avec les produits d’altération des lipides. 
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La méthode la plus couramment utilisée consiste à déterminer la teneur en groupements 

carbonylés des protéines. La méthode conventionnelle est basée sur une méthode 

colorimétrique qui mesure la formation d’hydrazone après réaction de la 

dinitrophenylhydrazine (DNP) avec les groupements carbonylés (Levine, Garland et al. 1990). 

Cependant cette méthode nécessite de nombreuses étapes de lavage responsables d’une 

mauvaise reproductibilité. Afin d’augmenter la reproductibilité et la sensibilité de cette 

méthode, une technique ELISA basée sur la reconnaissance du complexe protéine-DNP par 

un anticorps anti-DNP biotinylé a été mise au point par Buss, Chan et al. (1997). Les résultats 

de cette méthode sont en accord avec ceux obtenus par la méthode colorimétrique, mais la 

méthode ELISA est plus sensible et nécessite une plus faible quantité de protéines. 

L’altération des protéines peut également être évaluée en ciblant les acides aminés 

particulièrement touchés par l’oxydation. 
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Chapitre IV : Les composés volatils 

 

Les composés volatils jouent un rôle important dans les caractéristiques de qualité de 

l’odeur et de l’acceptabilité du consommateur au poisson. La compréhension du 

développement de l’odeur par des processus chimiques, biochimiques et microbiologiques 

dans le poisson est importante pour permettre de contrôler les différents facteurs 

intrinsèques qui influencent la formation de produits volatils d’altération et par conséquent 

la qualité du produit marin.  

 

1. Le développement de l’arôme du poisson 

Un aperçu des changements durant la manipulation et le traitement influençant le 

développement de l’arôme dans le poisson est généralisé dans la Figure 5. Initialement, les 

changements sont dominés par l’activité autolytique incluant la dégradation des nucléotides, 

la formation du gout, inosine active, l’accumulation de l’hypoxanthine (Hx), la diminution du 

pH et activité des enzymes endogènes, suivie par les procédés d’oxydation. Finalement, la 

prolifération des organismes spécifiques d’altération (SSO : specific spoilage organisms) 

résultent dans le développement des composés volatils, contribuant aux changements de 

l’altération et donc influençant la fraicheur et la qualité du produit final de poisson réfrigéré 

(Botta 1995; Huss 1995; Gram and Dalgaard 2002). 

Il est bien établi que l’enzyme lipoxygénase (LOX) convertie les acides gras polyinsaturés en 

composés aromatiques volatiles qui permet le développement de l’arome de plantes du 

poisson frais (Josephson, Lindsay et al. 1984; Hsieh, German et al. 1988). D’autres pro-

oxydants, comme les hémoglobines et les myoglobines, sont aussi impliqués dans l’initiation 

des procédés oxydatifs du muscle de poisson (Richards and Hultin 2002), conduisant à la 

formation de produits secondaires et aux mauvaises flaveurs (Lindsay 1990). La dégradation 

des constituants solubles du muscle comme les protéines sarcoplasmiques et le 

métabolisme microbien contribuent aux changements du profil aromatique du poisson au 

cours de son stockage. L’ensemble des composants qui sont dégradés et la cause de 

mauvaises flaveurs en raison de la croissance microbienne sont essentiellement des 

substances solubles dans le muscle. Ils sont composés de divers composants non protéiques 
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azotés, incluant des petits peptides comme la carnosine et anserine, des acides aminés, la 

créatine, l’OTMA et des nucléotides. Plusieurs de ces composés influencent le goût du 

poisson. La protéolyse joue un rôle critique dans le changement post mortem, entrainant 

des changements de texture indésirables dans le poisson. L’activité des enzymes endogènes 

influence aussi sur la détérioration du muscle du poisson (Delbarre-Ladrat, Verrez-Bagnis et 

al. 2004). 

 

 

Figure 5 : Schéma des changements durant la manipulation et le traitement influençant le développement de l’arôme 

dans le poisson 

 

2. L’odeur du poisson  

La flaveur délicate du poisson est principalement due aux composés volatils et aux 

substances du goût actif dans la phase aqueuse, alors que les volatils résultants des lipides 

font varier la flaveur spécifique de différentes espèces de poisson. Le poisson fraichement 

capturé contient peu de composés volatils et est pratiquement inodore. Peu après la pêche 

ou récolte, l’activité des lipoxygénases sur la peau et les branchies des poissons marins et 
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d’eaux douces jouent un rôle dans la formation des composés volatils odorants, contribuant 

aux arômes plaisants, vertes du poisson (German, Chen et al. 1985; Hsieh, German et al. 

1988). Les composés qui contribuent aux odeurs caractéristiques de plante, de concombre, 

de melon et de champignon sont des composés carbonylés insaturés et alcools avec six, huit 

ou neuf atomes de carbones qui proviennent des acides gras polyinsaturés des lipides du 

poisson via l’activité de lipoxygénases (Josephson and Lindsay 1986; Milo and Grosch 1996; 

Durnford and Shahidi 1998). Josephson et al. (1986) résume l’apparition des composés 

volatils dans les espèces marines et d’eaux douces puis conclu que quatre composés 

communs aux espèces marines : hexanal, 1-octen-3-ol, 1,5-octadien-3-ol et 2,5-ocatadien-1-

ol sont responsables d’odeurs faibles et modérées. D’autre part, les composés en C9 

carbonylés comme le 2,6-nonadiénal, qui ont de potentielles odeurs vertes, de plantes, de 

concombre et de melon sont caractéristiques des espèces d’eaux douces. Les arômes de 

poissons frais sont caractérisés par des notes marines, iodées, douces, vertes, fines, des 

odeurs de melon, de plantes qui sont facilement reconnaissables et très prisées par le 

consommateur (Josephson and Lindsay 1986; Prost, Hallier et al. 2004).  

L’odeur globale perçue dépend du niveau des composés influents et de leurs seuils d’odeur 

avec de possibles effets de synergie. Plusieurs composants sont désirables à des niveaux 

faibles, mais si leurs concentrations augmentent, ils peuvent contribuer aux mauvaises 

odeurs. Un exemple est pour les alcools et les carbonylés à longues chaines qui présentent 

des notes de plantes caractéristiques du poisson frais mais quand leurs accumulations 

atteignent un niveau élevé due à l’auto-oxydation, ils contribuent à l’odeur oxydée et de 

poisson dans les poissons périmés (Josephson 1991). Par exemple pour des crevettes qui ont 

une mauvaise flaveur iodée associée au bromophénol (Whitfield, Last et al. 1988). 

Cependant, le bromophénol à un certain niveau semble contribuer aux flaveurs marines et 

iodées recherchées dans les produits de la mer (Boyle, Lindsay et al. 1993).  

Par contraste avec le poisson frais, le poisson altéré présente des notes rances, putrides, de 

sulfure et d’ammoniaque (Josephson and Lindsay 1986; Durnford and Shahidi 1998). Sous 

l’influence de la cuisson, des procédés et du stockage les composés volatils du poisson 

changent énormément. Pendant le stockage du poisson, l’activité microbienne et l’activité 

autolytique génèrent et/ou accumulent un certain nombre de composés volatils 

indésirables, qui peuvent masquer l’arôme du poisson frais. L’accumulation de ces composés 
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volatils combinés à d’autres composés non-volatils provoque des changements de l’arôme et 

du goût du poisson conservé (Josephson and Lindsay 1986; Kawai 1996). 

Les conditions environnementales et les effets saisonniers comme au niveau de la 

reproduction peuvent influencer l’odeur de qualité du poisson. Le profil volatil change dans 

le saumon adulte quand il migre de la mer vers les rivières pour la ponte. Les composés en 

C9 dérivés de la LOX ont été retrouvés en haute quantité dans les poissons euryhalins et 

d’eaux douces au moment de la ponte. Les effets saisonniers ont aussi été rapportés pour 

les capelins, une espèce marine, qui ont une odeur de concombre très caractéristique durant 

la reproduction. Le 2,6-nonadiénal a été identifié comme le composé qui caractérise le plus 

l’odeur de concombre du capelin (Olafsdottir, Martinsdottir et al. 1997). Des études 

réalisées au Japon, en prenant en compte les variations saisonnières, indiquent que 

l’accumulation des hydropéroxydes dans le muscle de poisson est associée à l’arôme de 

poisson frais. Kaewsrithong, Ushio et al. (2001) ont mis en évidence que l’accumulation 

d’isomères hydropéroxydes étaient des précurseurs du (E)-2-nonenal, (E,Z)-2,6-nonadiénal, 

et du 3,6-nonadien-1-ol qui caractérisent l’arôme caractéristique de l’éperlan. 

 

Les différents types d’odeurs du poisson 

Olafsdottir et Fleurence (1998), cités par Hognadottir (1999), présentent la classification de 

Lindsay (1990) des principales catégories d’odeurs de poisson : 

- odeurs de poisson frais 

- odeurs de dégradation microbienne 

- odeurs d’oxydation 

- odeurs provenant de l’environnement 

- odeurs dues au traitement (thermique, fumage, …) 

 

Les odeurs de poisson frais dominent durant les premiers jours après la pêche puis les 

produits d’oxydation et les métabolites microbiens prennent le dessus (Hognadottir 1999). 

L’activité biochimique des microorganismes contaminateurs amenant la perte de la fraîcheur 

dépend de facteurs intrinsèques et extrinsèques comme la nature du poisson, la période de 

frais, les habitudes alimentaires, la température de l’eau, la méthode de pêche, la 

manipulation et les conditions de stockage (Guillén and Errecalde 2002). 



71 

 

3. L’identification d’indicateurs odorants de qualité 

Différentes odeurs caractéristiques se développent dans différentes espèces de poisson 

durant le stockage. Les poissons gras développent des saveurs et des odeurs rances. Les 

poissons maigres développent typiquement des odeurs douces, de patates bouillies et 

d’amine. Et les poissons de la famille des salmonidés développent des odeurs douces, 

terreuses et de boue. Les composés volatils formés par l’activité microbienne et l’oxydation 

qui contribuent à ces odeurs, ont été identifiés par des méthodes de chromatographie 

gazeuse et suggérés comme des indicateurs de qualité. Plusieurs des composés odorants 

influents qui ont un seuil odorant très bas sont souvent présents en faible concentration, ce 

qui rend difficile de les détecter par de simples techniques analytiques. Par conséquent, il 

est utile de surveiller l’ensemble des composés volatils et sélectionner parmi eux de 

potentiels indicateurs, qui sont présents en fortes concentrations et qui peuvent être 

quantifiés. Des méthodes rapides peuvent ensuite être utilisées pour détecter des 

indicateurs ou des classes alternatives de composés si l’ensemble des composés volatils est 

connu et qu’il existe un lien entre les composés indicateurs et les composés volatils 

responsables des changements d’odeur et de qualité. Cette approche a été utilisée dans 

plusieurs études, pendant le stockage du cabillaud (Olafsdottir, Jonsdottir et al. 2005) et du 

saumon fumé (Jonsdottir, Olafsdottir et al. 2008). Ils ont mis en évidence un lien entre des 

composés volatils clés et le changement de l’odeur et de la qualité. De simples composés 

(comme la TMA ou l’éthanol) et des ensembles de composés (constitués d’alcools, d’amines 

et de composés soufrés) représentent les différents changements survenant au cours du 

stockage ont été suggéré par de nombreux auteurs comme des indicateurs de fraicheur et 

d’altération (Lindsay, Josephson et al. 1986; Alasalvar, Anthony Taylor et al. 2005; 

Olafsdottir, Jonsdottir et al. 2005). Des composés volatils identifiés comme indicateurs de 

qualité peuvent être détectés par des techniques rapides comme le nez électronique qui 

prédit les changements de qualité de divers espèces de poisson et dans le saumon fumé 

(Olafsdottir, Martinsdottir et al. 1997; Olafsdottir, Jonsdottir et al. 2005; Haugen, Chanie et 

al. 2006; Olafsdottir, Lauzon et al. 2006a; Olafsdottir, Lauzon et al. 2006b). Les principales 

classes de composés détectées durant le stockage sont des alcools, des aldéhydes, des 

amines, des acides, des esters et des composés soufrés. Les aldéhydes contribuent le plus 

aux odeurs d’altération car leur seuil de détection est faible.         
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4. Les composés volatils rencontrés 

Dans notre étude l’ensemble des composés volatils va être étudié, car tous les composés 

volatils ne sont pas perçus seulement avec l’odeur du faite de leurs seuils de perception. 

Alasalvar, Anthony Taylor et al. (2005) ont répertorié les familles de composés volatils 

rencontrés le plus souvent dans les produits de la mer. 

 

4.1.1 Les aldéhydes 

Le seuil de perception des aldéhydes et des cétones sont généralement plus faibles que ceux 

des alcools (Josephson, Lindsay et al. 1986; Hsieh and Kinsella 1989) cité par Alasalvar et al. 

(2005). C’est pourquoi, les aldéhydes peuvent masquer l’arôme de d’autres substances, 

même lorsqu’ils ne sont présents qu’à l’état de trace (Spurvey, Pan et al. 1998). La majorité 

des aldéhydes présentent des notes de plante verte, herbe, chocolat noir, malt, gras, floral, 

pomme, melon, noisettes, fruité. Ils sont présents dans différents poissons frais et 

coquillages à différentes concentrations. La majorité des aldéhydes proviennent de l’auto-

oxydation des lipides. Du fait de leur faible seuil de perception les aldéhydes sont souvent 

identifiés comme des composés marqueurs en analyse olfactométrique. Ainsi Prost, Hallier 

et al. (2004) ont démontré que l’augmentation des notes rances dans la sardine est associée 

à l’augmentation de la concentration en heptanal en début d’altération, et à l’hexanal, le (Z)-

4-heptenal, le (E)-2-heptenal et le methional après 9 jours de conservation. Aro, Tahovonen 

et al. (2003) observent une augmentation de la teneur en cis-4-heptenal dans le hareng. La 

même évolution a déjà été observée pour du cabillaud (McGill, Hardy et al. 1977), pour de la 

truite (Milo et Grosh 1993) et de l’huile de poisson (Karahadian and Lindsay 1989). Le 

précurseur du cis-4-heptenal est le 2,6-nonadiénal formé lors de l’oxydation des n-3 PUFA. 

 

4.1.2 Les cétones 

Elles sont produites lors de l’oxydation dégradation des acides gras poly-insaturés, de la 

dégradation des acides aminés ou de l’oxydation microbienne. Leurs concentrations 

fluctuent durant l’altération. La 2,3-pentanedione a été identifiée comme marqueur 

potentiel dans la sardine (Prost et al. 2004). Récemment, Iglesias and Medina (2008), ont 

démontré que ce composé était un potentiel marqueur de l’oxydation des lipides dans la 



73 

 

sardine. Olafsdottir, Jonsdottir et al. (2005) ont identifiés la 3-hydroxy-butanone (acetoine) 

comme un marqueur potentiel de la fraîcheur dans les filets de cabillaud. La formation du 3-

hydroxy-butanone provient de la dégradation bactérienne et est caractéristique de la 

détérioration des filets de cabillaud. Photobaceterium phosphoreum a été associée à la 

formation du 3-hydroxy-butanone ainsi que de la TMA. Olafsdottir, Jonsdottir et al. (2005) 

constate que le taux de 3-hydroxy-butanone augmente plus précocement que celui de la 

TMA. Le 3-hydroxy-butanone peut être formée à partir de sources de glucides via le 

pyruvate et le diacétyle. 

 

4.1.3 Les alcools 

Les alcools volatils ont généralement une contribution mineure à l’arôme de l’aliment du fait 

de leur seuil de perception élevé sauf s’ils sont présents en grande quantité ou sont 

insaturés (Heath and Reineccius 1986). Ils possèdent souvent des notes de plantes, rances et 

terreuses. Plusieurs auteurs ont constaté une augmentation des concentrations du 1-

penten-3-ol et du 3-méthyl-1-butanol au cours de la conservation (Alasalvar, Aishima et al. 

1995; Alasalvar, Quantick et al. 1997; Jorgensen, Huss et al. 2001; Aro, Tahovonen et al. 

2003; Alasalvar, Anthony Taylor et al. 2005). Miller III, Scanlan et al. (1973) ont observé que 

lorsque de la chair de poisson stérilisée est inoculée avec Pseudomonas perolens, le 1-

penten-3-ol et le 3-méthyl-1-butanol sont produits et leurs concentrations augmentent au 

cours du stockage. Ces deux composés semblent donc être produits par l’altération 

microbienne. Le 1-penten-3-ol est le composé le plus important dans l’huile de sardine rance 

(Nakamura, Iida et al. 1980). D’après Josephson (1991), l’odeur verte d’herbe du 1-penten-3-

ol, identifiée dans le poisson blanc frais est rarement perçue du fait de son seuil de 

perception relativement élevé (400 µg/kg). Le 1-octen-3-ol, un produit de dégradation de 

l’acide linoléique hydroperoxyde, a été identifié comme l’un des alcools volatils majoritaire 

dans les coquillages (Spurvey, Pan et al. 1998). Dans la sardine, (Z)-3-hexen-1-ol, 2-nonanol, 

2-méthyl-propanol, 1-penten-3-ol et 1-pentanol ont été identifiés comme marqueurs de 

fraîcheur potentiel (Prost, Hallier et al. 2004). Dans les filets de cabillaud l’éthanol est 

identifié à forte concentration à T0, suivi par une augmentation en 2-méthyl-1-propanol, 3-

méthyl-1-butanol et 2,3-butanediol. La production initiale d’éthanol lors de la détérioration 

du poisson a été attribué à l’utilisation de sources de glucides, tandis que la formation des 
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alcools tels que le 2-méthyl-1-propanol, 3-méthylbutanol proviennent sûrement de la valine 

et de la leucine (Lindsay, Josephson et al. 1986).  La 3-méthyl-1-butanol a été identifié à T10 

(10ème jour) puis augmente régulièrement au cours du temps (Olafsdottir, Jonsdottir et al. 

2005). Iglesias and Medina (2008), ont prouvé que le 1-penten-3-ol et le 1-octen-3-ol étaient 

des composés volatils associés à l’oxydation des lipides qui pouvaient être de potentiels 

marqueurs dans la sardine.  

 

4.1.4 Les composés benzéniques 

Ils ont été identifiés dans différentes variétés de poissons (Aro, Tahovonen et al. 2003; 

Alasalvar, Anthony Taylor et al. 2005) et de coquillages (Chung and Cadwallader 1994; 

Spurvey, Pan et al. 1998). Bien que l’origine des dérivés benzéniques soit incertaine, Hsieh 

and Kinsella (1989) pensent que pour les écrevisses, ces composés doivent provenir des 

polluants présents dans l’environnement. 

 

4.1.5 Les terpènes 

Le limonène a été identifié dans le poisson (Aro, Tahovonen et al. 2003), auquel est ajouté le 

3-carène, le bornyl acétate, et le borneol identifiés dans la truite (Alasalvar, Anthony Taylor 

et al. 2005). L’alpha-pinène, le sabinène, le limonène, le p-cymène et le camphor ont été 

identifiés dans divers coquillages (Vejaphan, Hsieh et al. 1988; Tanchotikul and Hsieh 1991). 

Ces terpènes doivent provenir des algues et plantes par l’intermédiaire de la chaîne 

alimentaire (Tanchotikul and Hsieh 1991). Les terpènes apportent au poisson des notes de 

pin, fruitées, citronnées et de carotte. 

 

4.1.6 Les furanes 

Les furanes proviennent de la réaction des acides aminés et des sucres via la dégradation de 

Maillard et Strecker. Alasalvar, Anthony Taylor et al. (2005) ont identifiés deux furanes 

(tetrahydrofuran et 2-éthylfuran) dans la truite. 
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4.1.7 Les composés soufrés 

Les composés soufrés sont formés au cours du process et du stockage. Ils contribuent à des 

arômes désirables ou indésirables selon leur concentration (Spurvey, Pan et al. 1998). La 

présence de quantités élevées de methanethiol qui possèdent des notes putrides, pourries, 

soufrées, à généralement un impact négatif sur la qualité des produits de la mer (Spurvey, 

Pan et al. 1998). Le diméthyl sulfide et le diméthyl trisulfide sont souvent présents dans les 

produits alimentaires et affectent généralement l'arôme global des aliments du fait de leur 

faible seuil de perception (Buttery et al. 1976). Ces deux composés, à des concentrations 

élevées, sont associés à des odeurs d'oignon, de choux cuit, des odeurs de dégradation, 

soufrées et putrides, dans les produits marins (Alasalvar 1994; Alasalvar, Aishima et al. 

1995). Le diméthyl sulfide provient de l'oxydation du methanethiol ou de la dégradation 

bactérienne de la méthionine (Christensen et al. 1981). Le diméthyl trisulfide résulte de 

l'action microbienne de Pseudomonas spp (Miller III, Scanlan et al. 1973) ou de la 

contamination bactérienne (Witfield et al., 1981). Le methanethiol, le diméthyl disulfide et le 

diméthyl trisulfide ont été identifiés à l’état de trace dans la truite fraîche (Alasalvar, 

Anthony Taylor et al. 2005), puis leur concentration augmente rapidement après 16 jours de 

stockage. De ce fait, ils sont considérés comme des composés volatils indésirables.  

Alasalvar, Aishima et al. (1995) ont noté la même évolution dans le maquereau (absence 

dans le maquereau frais, présence dans le maquereau stocké 5 jours à 15°C). 

 

4.1.8 Les acides 

Les acides volatils sont formés à partir des acides aminés à travers la dégradation 

bactérienne, mais l'oxydation des lipides peut aussi être responsable de la production de 

certains acides (Beddows, Ardeshir et al. 1980). Aro, Brede et al. (2002) ont mis en évidence 

que l'acide acétique, avec d'autres acides, l'acide propanoique, l'acide 2-méthylpropanoique 

et l’acide 3-méthylbutanoique, sont partiellement responsables de l'augmentation de 

l'odeur désagréable durant le stockage du hareng. Alasalvar, Anthony Taylor et al. (2005) 

observent que la concentration en acide acétique a tendance à augmenter au cours du 

stockage de la truite et du maquereau respectivement. 
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4.1.9 Les composés azotés 

D’après Bene, Fornage et al. (2001), la triméthylamine (TMA), la diméthylamine (DMA) et 

l’ammoniac sont les trois plus importantes molécules produites lors de la perte de la 

fraîcheur du poisson. Cependant, l’ammoniac n’est pas un bon indicateur car c’est une 

molécule présente en très grande quantité dans le poisson, qui augmente significativement 

au moment où le poisson est déjà considéré comme défraîchi. 

Les réactions de formation de ses molécules sont : 

OTMA (oxyde de triméthylamine)  DMA + formaldéhyde par action d’enzymes endogènes 

OTMA  TMA par action d’enzymes bactériennes 

Le formaldéhyde agit sur la texture du poisson en s’imbriquant dans les protéines des fibres 

musculaires. Cette molécule est donc difficilement quantifiable. Récemment Bianchi, Careri 

et al. (2007) ont réalisé des études sur la quantification de formaldéhyde sur différentes 

espèces de poisson avec différents modes de conservation. L’OTMA est une molécule qui est 

retrouvée dans les poissons frais non-surgelés. La DMA est par contre produite 

essentiellement durant le stockage en congélateur (Lundstrom, Correia et al. 1982). Ces 

molécules n’étant pas retrouvées systématiquement dans toutes les espèces de poisson et 

pour différentes températures de stockage, d’autres molécules plus spécifiques dans la 

recherche de marqueurs de qualité sont préférées. La TMA provient de la dégradation de 

l'oxyde de TMA par des enzymes bactériennes et est donc reliée à la contamination 

bactérienne des poissons marins réfrigérés (Baixas - Nogueras, Bover - Cid et al. 2001). La 

formation de TMA dans différentes espèces de poissons et de crustacés a été associée à des 

"off-flavor" de type ammoniaque (Hebard, Flick et al. 1982; Kawai 1996). La pipéridine est un 

produit formé par cyclisation de la cadaverine (Kawai 1996). Des taux élevés en piperidine 

ont été relevé dans le saumon juste après le frai, et ce taux augmente à l'approche du frai. 

Du fait de ces "off-flavor" le poisson qui vient de pondre est rejeté pour la consommation 

(Yamanaka and Matsumoto 1989). Les concentrations en TMA et piperidine augmentent 

continuellement au cours de la dégradation de la truite (Alasalvar, Anthony Taylor et al. 

2005). 
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4.2 Provenances des composés volatils 

Les odeurs développées durant le stockage résultent de la détérioration des composés 

responsables des odeurs de poisson frais par des réactions d’autolyse et microbiennes.  

 

4.2.1 Les microorganismes 

Quand les microorganismes commencent à se développer, les composés sulfurés, 

phénoliques et certains acides gras donnent des arômes et odeurs gâtées et putrides. 

(Olafsdottir, Jonsdottir et al. 2005) ont synthétisés les connaissances sur les organismes 

d’altération rencontrés dans les produits marins. Les alcools, aldéhydes, cétones, amines et 

composés soufrés ont été identifiés dans différents produits de la mer durant le stockage 

réfrigéré et reliés à la croissance d’organismes spécifiques de dégradation (SSO) 

(Chinivasagam, Bremner et al. 1998; Jorgensen, Huss et al. 2001). La température de 

stockage, le type de conditionnement, et la composition inhérente en nutriments du poisson 

influence la croissance et la potentielle dégradation des SSO. Les SSO dans le poisson 

réfrigéré sont majoritairement des Gram-négatif, psychotrophe, comme  Pseudomonas spp. 

et Shewanella spp. (Shewan 1962). Les Pseudomonas induisent des odeurs sucrés, maltés, 

fruités et d’oignon apportés par les alcools, les carbonyles, les esters et les composés soufrés 

(Miller III, Scanlan et al. 1973; Miller III, Scanlan et al. 1973). Tandis que Shewanella 

putrefaciens peut produire des composés odorants plus puissants, reliés à de fortes 

concentrations en composés soufrés (Herbert et al., 1975) et des odeurs de poissons par 

réduction de la triméthylamine oxyde (OTMA) en triméthylamine (TMA) (Shewan 1962). 

Photobacterium phosphoreum participe aussi à la flore des SSO dans le poisson réfrigéré et a 

été identifié comme active dans la production de TMA dans le cabillaud congelé et les filets 

de cabillaud (Van Spreekens et al. 1981). 

Le diméthyl sulfide et le méthyl mercaptan sont synthétisés par des microorganismes par 

action sur les acides aminés, cystéine et méthionine (Hognadottir 1999; Guillén and 

Errecalde 2002). Les réactions d’oxydation qui ont lieu au cours du stockage du poisson ont 

aussi un impact sur l’accumulation d’aldéhydes saturés et insaturés qui contribuent au 

développement de notes rances (Aro, Tahovonen et al. 2003). Le cis-4-heptenal est formé 

par dégradation du (E,Z)-2,6-nonadiénal par système d’auto-oxydation des lipides 

(Hognadottir 1999; Guillén and Errecalde 2002). 
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4.2.2 Les lipides 

Les explications de la formation des composés volatils, qui sont des produits secondaires de 

la détérioration des lipides, sont présentées dans le chapitre II p 39 « changement au niveau 

des lipides ».  

De plus, les composés volatils dérivés des lipides tels que les n-6 AGPI, formés par l’action de 

lipoxygénases, dominent les autres composés (Jensen, Refsgaard et al. 1997). L’hexanal 

notamment qui est issu de ce type de dégradation puisqu’il a été démontré que sa teneur 

augmentait sensiblement en présence d’inhibiteurs de lipoxygénase (Coin, 2002). 

 

n-6 AGPI (acides gras polyinsaturés)  hexanal  (Médina, Satué-Gracia et al. 1999) 

 

Pour les poissons gras tels que le maquereau, la présence de lipides et notamment d’acides 

gras en grande quantité engendrent des composés volatils différents de ceux produits par 

d’autres types de poissons tels que le merlan ou le cabillaud ; ceci remet donc en question la 

possibilité de trouver des marqueurs communs aux différentes espèces de poisson. 

 

5. Les différentes méthodes d’extraction utilisées pour l’analyse des composés 

volatils des produits de la mer 

5.1 Headspace statique 

Cette technique est adaptée pour les molécules extrêmement volatiles et de faibles masses 

moléculaires. Un flux de gaz inerte, tel que le diazote, vient balayer la surface au dessus de 

l’échantillon à analyser, dite espace de tête où les molécules les plus volatiles et de masses 

moléculaires les plus faibles sont en équilibre. Cette technique a l’avantage de présenter peu 

d’artefacts du fait de la non-utilisation de solvants et de matériels complexes. L’headspace 

statique a été utilisé pour l’analyse des composés volatils du saumon en conserve (Girard 

and Nakai 1991) et la stabilité oxydative d’huiles de poissons (Frankel 1993; Aro, Tahovonen 

et al. 2003).  

Un dérivé de cette technique a été développé pour analyser les composés volatils : la micro-

extraction en phase solide. 



79 

 

5.1.1 La micro-extraction en phase solide (SPME) 

C’est une technique de chromatographie d’adsorption basée sur la partition de composés 

organiques entre une matrice gazeuse, liquide ou solide et une fibre en silice fondue, placée 

à l'intérieur d'une aiguille creuse amovible. Une petite partie de la phase extractive qui est 

répartie sur un support solide est exposée à l’échantillon (extraction headspace) pendant 

une période de temps bien définie. Les composés sont extraits en fonction de leur affinité 

pour la fibre. Après un temps suffisant appelé temps d'équilibration, il s'établit un équilibre 

de partage entre la phase solide constituée par la fibre et la phase gazeuse ou liquide. La 

fibre est ensuite rétractée dans l'aiguille, retirée de l'échantillon. 

Puis les analytes sont désorbés thermiquement dans un injecteur classique et 

chromatographiés (Jensen, Refsgaard et al. 1997; Marsili 2000; Pawliszyn 2000). 

Son principe est basé sur la loi de Henry modifiée, qui définit la répartition des produits 

entre la phase liquide et la phase gazeuse après équilibre thermodynamique en milieu clos : 

CLoVL = CLVL + CGVG 

Où :  CLo : concentration du produit avant équilibre dans la phase liquide 

CL et CG : concentration du produit après équilibre dans les phases liquide et gazeuse 

VG et VL : volume des phases liquides et gazeuse 

 

Sachant que le coefficient de répartition k et le ratio de phase  sont définis respectivement 

par CL/CG et VG/VL, l’équation I devient alors : 

CG = CLo / (k+ ) 

La concentration dans la phase gazeuse dépend donc de trois facteurs. k apparaît comme le 

plus important car il varie en fonction de la température et de l’état de la matrice travaillée. 

Par contre, CLo et  sont préétablis par la quantité initiale dans l’échantillon et par le type de 

flacon utilisé (5-20 mL). 

Le coefficient de répartition k appelé également coefficient de partage peut être très 

différent même pour des composés de même point d’ébullition. Par exemple, à 

concentration dans la phase aqueuse égale, un composé tel que le benzène aura une 

concentration dans la phase gazeuse à 25°C mille fois plus importante que l’éthanol 

(Tranchant 1995). 

La SPME est considérée comme complète quand la concentration en molécules a atteint un 

équilibre de distribution entre la matrice de l’échantillon et la fibre. Cela signifie, en 
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pratique, qu’un équilibre est atteint et que la quantité extraite est constante dans la limite 

des erreurs expérimentales et indépendante d’une augmentation du temps d’extraction 

(Pawliszyn 2000). Ce dispositif est automatisable, pour analyser un grand nombre 

d’échantillons en un minimum de temps. La SPME est décrite par de nombreux auteurs  

(Marsili 1999; Charvet, Belabbes et al. 2000) comme une technique facile à mettre en œuvre 

(pas de nécessité d’utiliser des solvants), peu coûteuse (le fabricant déclare que les fibres 

sont réutilisables jusqu’à 100 fois), sensible, reproductible, sélective (en fonction du type de 

fibre utilisé) et applicable à des échantillons de faibles quantités contenant des composés à 

l’état de trace. Cette méthode a cependant ses limites. La sélectivité de la fibre risque de 

provoquer des artefacts importants. Une mise au point minutieuse des conditions 

opératoires est nécessaire pour une utilisation en analyse de routine : choix de la fibre la 

plus appropriée, conditions de travail optimum en fonction du seuil de détection recherché 

(volume de l’échantillon, température et temps d’adsorption et de désorption), choix d’un 

étalon interne le plus proche possible du composé à doser dans le cas d’une analyse 

quantitative (Charvet, Belabbes et al. 2000). Duflos, Moine et al. (2005); Duflos, Coin et al. 

(2006) ont effectué ces mises au point de cette technique, en effet un protocole a été 

élaboré au sein de l’ANSES (ex AFSSA) de Boulogne sur mer.  Cette technique a été utilisée 

par des chercheurs dont récemment Iglesias et al. en 2008 pour la recherche de composés 

volatils dans l’oxydation des huiles de poisson, Klimankova, Riddellova et al. (2008) pour la 

recherche du 2 phenolxyéthanol et Edirisinghe, Graffham et al. (2007) pour identifier les 

composés volatils du thon albacore. 

 

5.2 Headspace dynamique 

Cette technique diffère de la précédente par l’application d’un flux d’azote ou d’hélium 

traversant l’échantillon, ce qui a pour conséquence la récupération d’un plus grand nombre 

de composés et notamment de molécules moins volatiles et de poids moléculaires plus 

élevés. De plus, des seuils de détection beaucoup plus bas qu’avec le headspace statique 

sont possibles (Olafsdottir and Fleurence 1997). Overton (1995), cité par Jensen, Refsgaard 

et al. (1997) a en effet montré qu’elle pouvait être jusque cent fois plus sensible. Les 

molécules sont piégées et concentrées sur un produit adsorbant, le Tenax, puis désorbées en 
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même temps par élévation de la température, dans un injecteur de chromatographe en 

phase gazeuse.  

D’après Alasalvar, Anthony Taylor et al. (2005) l’analyse en DH-GC-MS (Dynamic Headspace 

analysis « purge-and-trap » followed with GC-MS) a cependant gagné en popularité car c’est 

une technique efficace, sensible et rapide pour l’isolement et l’étude des composés volatils 

du poisson (Alasalvar, Aishima et al. 1995; Refsgaard, Haahr et al. 1999). Les avantages qui 

lui sont associés sont la facilité de préparation des échantillons, la taille réduite de 

l’échantillon, et le peu d’artefacts qu’elle induit (Alasalvar, Quantick et al. 1997; Wampler 

1997; Cadwallader and Macleod 1998; Refsgaard, Haahr et al. 1999).  

 

L’headspace dynamique a été utilisée pour l’analyse des composés volatils du poisson. Les 

composés de la chair de poisson (Josephson, Lindsay et al. 1983; Refsgaard, Haahr et al. 

1999; Aro, Tahovonen et al. 2003; Prost, Hallier et al. 2004; Alasalvar, Anthony Taylor et al. 

2005), de l’huile de poisson (Hsieh, Williams et al. 1989; Karahadian and Lindsay 1989; Lin 

and Connor 1990; Grün, Barbeau et al. 1996) et des produits en conserves (Girard and 

Durance 2000) ont été détectés avec succès grâce à cette méthode. 

 

5.3 Distillation sous vide 

C’est une méthode très complexe à mettre en œuvre. Peu de travaux ont été réalisés à l’aide 

de cette méthode, pour l’étude des composés volatils du poisson (Olafsdottir and Fleurence 

1997). 

 

5.4 Extraction au solvant 

On extrait les molécules volatiles en utilisant leur apolarité : elles sont extraites à l’aide de 

solvants polaires. Cependant, cette technique pose des problèmes de concentration pour les 

poissons gras tels que le maquereau : en effet, les graisses présentes en très grandes 

quantités sont extraites en même temps que les composés volatils, ce qui entraîne un 

volume, après concentration, trop élevé pour l’injection dans le chromatographe. De plus, 

les lipides peuvent encrasser la colonne. Des contaminants sont également amenés avec les 

solvants (Olafsdottir, Martinsdottir et al. 1997). 
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5.5 Nez électronique 

Cette méthodene peut être appliquée que pour finaliser les résultats de recherche menée 

sur la caractérisation des composés volatils (Olafsdottir, Martinsdottir et al. 1997). Elle 

nécessite au préalable de connaître les composés volatils recherchés en raison de 

l’utilisation d’un certain nombre de capteurs sensoriels. L’avantage de cette technique est 

qu’il s’agit d’une méthode rapide et non-destructive. De plus l’appareil est de petite taille et 

transportable (Gelman, Drabkin et al. 2003). 

L’utilisation du nez électronique a été suggérée pour la détection rapide des composés 

volatils dans des produits alimentaires variés, y compris pour l’évaluation de la qualité et de 

la dégradation de poisson (Di Natale, Olafsdottir et al. 2001; Jonsdottir, Olafsdottir et al. 

2004). Les capteurs communément utilisés dans le nez électronique sont non-sélectifs 

envers les composés volatils mais ont une plus ou moins grande sensibilité pour certaines 

classes de composés.  

D’après Olafsdottir, Jonsdottir et al. (2005), le capteur au monoxyde de carbone (CO) semble 

le plus adapté pour la détermination du début de la dégradation de filet de cabillaud. Mais 

du fait de la complexité des phénomènes de dégradation causés par la diversité de la flore 

prédominante et de leurs différentes actions sur la dégradation, déterminer les valeurs 

caractérisant la date de péremption du produit ou sa qualité à l’aide de la réponse du nez 

électronique demande d’être développé pour chaque cas.  

Récemment El Barbri, Amari et al. (2007) ont utilisé cette méthode pour déterminer les 

composés volatils qui apparaissent lors du stockage à 4°C de la sardine. Une dizaine de 

composés ont été identifiés : triméthylamine, acétone, 2-butanone, éthanol, 2-butanol, 3-

méthyl-1-butanol, éthylacétate, diméthylsulfide, diméthyldisulfide et diméthyltrisulfide.  

Jonsdottir, Olafsdottir et al. (2008) ont travaillé sur une détection rapide des composés 

volatiles du saumon fumé congelé. Cette détection est réalisée avec une chromatographie 

gazeuse couplée avec un nez électronique.  

Cette technique présente des limites comme par exemple l’utilisation de ces capteurs. D’un 

capteur à un autre les résultats sont différents. Cet appareil ne sera donc pas utilisé pour 

notre recherche de composés volatils marqueurs de qualité du poisson. 
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Les différentes méthodes (HS-SPME et DH) utilisées sont le plus souvent suivis d’une 

chromatographie phase gazeuse (GC) couplée à une spectrométrie de masse (MS) pour 

analyser les différents composés volatils du poisson.  

 

6. Les différents outils analytiques des composés volatils 

6.1 Chromatographie phase gazeuse 

La chromatographie en phase gazeuse est une technique connue. Comme toutes les 

techniques de chromatographie, elle permet de séparer des molécules d'un mélange 

éventuellement très complexe de nature très diverses. Elle s'applique principalement aux 

composés gazeux ou susceptibles d'être vaporisés par chauffage sans décomposition. Le 

système d’injection de la GC du laboratoire est un système split / splitless. Ensuite le 

mélange à analyser est vaporisé à l'entrée d'une colonne, qui renferme une substance active 

solide ou liquide appelée phase stationnaire (colonne SLB-5ms : 5%-phényl-95%-

polydiméthylsiloxane (60m × 0.25mm × 0.25µm)), puis il est transporté à travers celle-ci à 

l'aide d'un gaz porteur (hélium). Les différentes molécules du mélange vont se séparer et 

sortir de la colonne les unes après les autres après un certain laps de temps qui est fonction 

de l'affinité de la phase stationnaire avec ces molécules. Dans notre étude les composés 

seront analysés par spectrométrie de masse et olfactométrie. 

 

6.2 Spectrométrie de masse 

6.2.1 Structure d'un spectromètre de masse 

Le spectromètre de masse, initialement conçu par le britannique Joseph John Thomson, 

comporte une source d'ionisation suivie d'un ou plusieurs analyseurs qui séparent les ions 

produits selon leur rapport m/z, d'un détecteur qui compte les ions et amplifie le signal, et 

enfin d'un système informatique pour traiter le signal. Le résultat obtenu est un spectre de 

masse représentant les rapports m/z, où m représente la masse et z la valence des ions 

détectés selon l'axe des abscisses et l'abondance relative de ces ions selon l'axe de 

ordonnées. 

 

 

http://fr.wikipedia.org/wiki/Chromatographie
http://fr.wikipedia.org/wiki/Mol%C3%A9cule
http://fr.wikipedia.org/wiki/Spectrom%C3%A9trie_de_masse
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Le spectromètre de masse se compose donc de quatre parties : 

 Le système d’introduction de l’échantillon : l’échantillon peut être introduit directement 

dans la source, sous forme gazeuse, liquide (infusion directe) ou solide (canne 

d’introduction directe, dépôt sur plaque MALDI, ...) ou encore par l'association à une 

méthode séparative (chromatographie en phase liquide, chromatographie en phase 

gazeuse, électrophorèse capillaire, ...). 

 

 La source d'ionisation : elle consiste à vaporiser les molécules et à les ioniser. Une source 

d'ionisation peut être utilisée soit en mode positif pour étudier les ions positifs, soit en 

mode négatif pour étudier les ions négatifs. Plusieurs types de sources existent et sont 

utilisés en fonction du résultat recherché et des molécules analysées. 

- L'ionisation électronique (EI), l'ionisation chimique (CI) et la désorption-ionisation 

chimique (DCI) 

- Le bombardement par atomes rapides (FAB), atomes métastables (MAB) ou ions 

(SIMS, LSIMS) 

- Le couplage plasma inductif (ICP) 

- L'ionisation chimique à pression atmosphérique (APCI) et la photoionisation à 

pression atmosphérique (APPI) 

- L'électronébulisation ou électrospray (ESI) 

- La désorption-ionisation laser assistée par matrice (MALDI), activée par une 

surface (SELDI) ou sur silicium (DIOS) 

- L'ionisation-désorption par interaction avec espèces métastables (DART) 

 

 L’analyseur : il sépare les ions en fonction de leur rapport masse/charge (m/z). Il existe 

des analyseurs basse résolution : le quadripôle ou quadrupôle (Q), le piège à ions 3D (IT) 

ou linéaire (LIT), et des analyseurs haute résolution, permettant de mesurer la masse 

exacte des analytes : le secteur magnétique couplé à un secteur électrique, le temps de 

vol (TOF), la résonance cyclotronique ionique à transformée de Fourier (FTICR) et 

l'Orbitrap. Ces analyseurs peuvent être couplés entre eux pour réaliser des expériences 

de spectrométrie de masse en tandem (MS/MS). En général, un premier analyseur 

sépare les ions, une cellule de collision permet de fragmenter les ions, et un second 
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analyseur sépare les ions fragments. Certains analyseurs, comme les pièges à ions ou le 

FT-ICR, constituent plusieurs analyseurs en un et permettent de fragmenter les ions et 

d'analyser les fragments directement. 

 

 Le détecteur et système de traitement : le détecteur transforme les ions en signal 

électrique. Plus les ions sont nombreux, plus le courant est important. De plus, le le 

signal détecté est amplifié pour qu'il puisse être traité informatiquement. 

 

Pour l’analyse des composés volatils dans notre étude, une ionisation électronique est 

utilisée et l’analyseur est un quadripôle. La spectrométrie de masse est un système 

Shimadzu QP2010+. 

 

6.2.2   L'ionisation électronique (EI) 

Des électrons émis par un filament rencontrent les molécules qui entrent dans la source : 

lors de la rencontre, si l'énergie cinétique des électrons est suffisante, un électron est 

arraché de la molécule M, la transformant en un ion radical M+o (Figure 6). Celui-ci peut 

ensuite se fragmenter suivant son énergie interne. L'EI conduit ainsi à un spectre assez 

fourni, avec de nombreux fragments, très riche en informations structurales. 

  

 
Figure 6 : Source d'ionisation électronique 

 

 

Exemple d'ionisation électronique du méthane 
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L’ionisation électrique est la méthode la plus utilisée parmis les sources d’ionisation et celle 

qui donne le plus de fragments. 

 
Mécanisme de l’ionisation électronique 

 

L’impact d’un électron très énergétique sur une molécule transforme cette dernière en 

radical-cation avec la perte d’un électron. Suivent une série de réarrangements ou 

fragmentations qui dépendent de la nature et de la structure de la molécule.  

 

6.2.3 L’analyseur quadripôle. 

Un quadripôle (ou quadrupôle) est constitué de quatre électrodes parallèles de section 

hyperbolique ou cylindrique (Figure 7). Les électrodes opposées distantes de 2r0 sont reliées 

entre elles et soumises au même potentiel. Les électrodes adjacentes sont portées à des 

potentiels de même valeur, mais opposés de sorte que l'écart de potentiel soit égal à φ0. 

Ce potentiel φ0 résulte de la combinaison de tensions, l'une continue (U) l'autre alternative 

(V) de haute fréquence f :  

En appliquant cette différence de potentiel entre chaque paire d'électrodes, il se crée un 

champ électrique quadripolaire. Un point de coordonnées (x, y, z) situé dans le champ 

électrique sera alors soumis au potentiel :  

 

La trajectoire d'un ion pénétrant dans le quadripôle sera donc uniforme selon l'axe z et 

décrite par les équations de Mathieu selon les deux autres axes. Il est possible de définir en 

fonction des valeurs U et V des zones de stabilité telles que les coordonnées x et y de l'ion 
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restent strictement inférieures à r0. L'une d'entre elles est exploitée en spectrométrie de 

masse (Les ions qui se trouvent dans cette zone auront donc une trajectoire stable (ion en 

résonance) dans le quadripole et seront détectés). En gardant constant le rapport U/V, on 

obtient une droite de fonctionnement de l'analyseur. Un balayage de U avec U/V constant 

permet l'observation successive de tous les ions dont la zone de stabilité est coupée par la 

droite de fonctionnement. La résolution entre ces ions est d'autant plus grande que la pente 

de la droite est élevée. En l'absence de tension continue, tous les ions de rapports m/z 

supérieurs à celui fixé par la valeur de V appliquée auront une trajectoire stable (x et y < r0), 

le quadripôle est alors dit transparent et sert de focalisateur d'ions. Les principaux avantages 

du spectromètre quadripolaire résident dans sa souplesse d'utilisation, sa résolution unitaire 

sur toute sa gamme de masse, sa vitesse de balayage satisfaisante, ainsi que son adaptabilité 

à différentes interfaces permettant le couplage avec la chromatographie gazeuse ou liquide. 

 

 
Figure 7 : Schéma d’un filtre quadrupolaire 

6.3 L’olfactométrie 

Le terme 'olfactométrie' désigne à la fois la mesure des odeurs et la mesure des capacités 

olfactives. Cette technique est utilisée dans notre sujet pour identifier les odeurs des 

poissons et identifier les composés volatils qui sont responsable de ces odeurs.   
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Chapitre V : Etude statistique 

 

L’étude des composés volatils est réalisée par HS-SPME-GS-MS et DH-GC-MS/8O. Puis les 

résultats sont interprétés avec la mise en place d’une démarche statistique : 

 des analyses descriptives sont réalisées pour pouvoir identifier des marqueurs 

potentiels de qualité du poisson  

 des analyses prédictives sont utilisées pour proposer un modèle qui prédit l’indice de 

fraicheur (donc la qualité) en fonction des marqueurs volatils du poisson. 

 

1. Analyse descriptive  

L’analyse en composantes principales (ACP) fait partie du groupe des méthodes descriptives 

multidimensionnelles appelées méthodes factorielles. Ces méthodes qui sont apparues au 

début des années 30 ont été surtout développées en France dans les années 60, en 

particulier par Jean-Paul Benzécri qui a beaucoup exploité les aspects géométriques et les 

représentations graphiques. Dans la mesure où ce sont des méthodes descriptives, elles ne 

s’appuient pas sur un modèle probabiliste, mais elles dépendent d’un modèle géométrique. 

L’ACP propose, à partir d’un tableau de données comportant les valeurs de p variables 

quantitatives pour n unités (appelées aussi individus), des représentations géométriques de 

ces unités et de ces variables. Ces données peuvent être issues d’une procédure 

d’échantillonnage ou bien de l’observation d’une population toute entière. Les 

représentations des unités permettent de voir s’il existe une structure, non connue a priori, 

sur cet ensemble d’unités. De façon analogue, les représentations des variables permettent 

d’étudier les structures de liaisons linéaires sur l’ensemble des variables considérées. Ainsi, 

on cherchera si l’on peut distinguer des groupes dans l’ensemble des unités en regardant 

quelles sont les unités qui se ressemblent, celles qui se distinguent des autres, etc. Pour les 

variables, on cherchera quelles sont celles qui sont très corrélées entre elles, celles qui, au 

contraire ne sont pas corrélées aux autres, etc. L'ACP sert également à réduire la dimension 

du tableau à analyser en créant de nouvelles variables (composantes principales) 

combinaison linéaire des variables de départ. 
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Dans tous les cas, il ne faut pas oublier d’où sont issues les données utilisées et ce qu’elles 

représentent et signifient pour le problème que l’on se pose. 

Enfin, comme pour toute méthode descriptive, réaliser une ACP n’est pas une fin en soi. 

L’ACP servira à mieux connaître les données sur lesquelles on travaille, à détecter 

éventuellement des valeurs suspectes, et aidera à formuler des hypothèses qu’il faudra 

étudier à l’aide de modèles et d’études statistiques inférentielles.  

 

La classification hiérarchique ascendante (CAH) consiste à agréger progressivement les 

individus selon leur ressemblance, mesurée à l'aide d'un indice de similarité ou de 

dissimilitude. Elle nécessite la définition d’une mesure de similarité ou de distance entre les 

objets/échantillons à classifier ; et d’un critère d’agrégation des classes qui peut être défini 

comme une mesure de similarité ou de distance entre les classes d’objets. Elle produit une 

suite de partitions emboitées de l’ensemble d’objets à classifier. Au départ, on a une 

partition en n classes, chaque classe étant composée d’un seul objet (partition la plus fine). 

L'algorithme commence par rassembler les couples d'individus les plus ressemblants, puis a 

agréger progressivement les autres individus ou groupes d'individus en fonction de leur 

ressemblance, jusqu’à ce que la totalité des individus ne forme plus qu'un seul groupe. 

L’initialisation de cet algorithme consiste, à calculer un tableau de distances entre les 

individus à classer. L’algorithme débute alors de la partition triviale des n singletons (un 

individu est une classe) et cherche, à chaque étape, à constituer des classes par agrégation 

des 2 éléments les plus proches de la partition de l’étape précédente. La CAH produit un 

arbre binaire de classification (dendrogramme), dont la racine correspond à la classe 

regroupant l'ensemble des individus. L’ensemble des nœuds définit une « hiérarchie » sur 

l’ensemble d’objets. Le nombre de classes obtenues dépend du niveau de l’arbre choisi pour 

la coupe, ceci est un choix final de l’analyste. Il existe des indices de niveau, pour évaluer la 

qualité d’une partition. Ce dendrogramme représente une hiérarchie de partitions, une 

partition étant obtenue par troncature du dendrogramme à un certain niveau de 

ressemblance. La partition comporte alors d'autant moins de classes que la troncature 

s'effectue en haut du dendrogramme (c'est-a-dire vers la racine). A la limite, une troncature 

effectuée en dessous du premier nœud de l'arbre conduit a ce que chaque classe ne 

contienne qu'un individu (cette partition est l'assise du dendrogramme), et une troncature 
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effectuée au-delà du niveau de la racine du dendrogramme conduit a une seule classe 

contenant tous les individus. 

 

2. Analyse prédictive 

Les modèles d'analyse prédictive ont un spectre très large. Nous décrivons brièvement ci-

après l'approche par régression linéaire multiple. 

 

Régression linéaire multiple 

La régression linéaire simple cherche à "expliquer" les valeurs prises par une variable y par 

les valeurs prises par une autre variable x, ces deux variables étant supposées avoir entre 

elles une relation linéaire : 

y = ax + b + ε(x) 

où ε est un bruit aléatoire qui dépend a priori de x 

 

Le problème traité par la régression linéaire multiple (RLM) est le même, si ce n'est que l'on 

cherche à expliquer les valeurs de y (correspondent dans notre sujet à l’indice de fraicheur 

obtenue par l’analyse sensorielle) non pas par une seule variable x, mais 

par plusieurs variables xj, dites "variables explicatives" (correspondent aux composés volatils 

considérés comme des marqueurs de qualité du poisson). En changeant légèrement les 

notations précédentes, on suppose donc que y et les xj sont liées par une relation linéaire : 

 

y = β0 + β1x1 + β2x2 + ... + βpxp + ε (x) 

où  p est le nombre de variables explicatives 

     ε(x) est un bruit aléatoire dont nous préciserons plus tard la nature, mais qui dépend a    

priori du point x de l'espace des données défini par les valeurs des xj. 

 

Les données expérimentales sont constituées de n mesures yi ou i = 1, 2, ..., n, pour n jeux de 

valeurs des variables explicatives : 

yi  = β0 + β1xi1 + β2xi2 + ... + βpxip + ε(x)i 
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Dans cette expression les βi sont des nombres fixes, mais inconnus et les ε(x)i sont 

des réalisations de ε(x). 

 

La régression linéaire simple cherche à faire passer une droite "au mieux" (au sens des 

moindres carrés) à travers le nuage de points représentant les données dans le plan (x, y). Il 

va en être de même pour la régression linéaire multiple, si ce n'est que la représentation 

visuelle devient maintenant impossible, sauf, "de justesse", lorsqu'il n'y a que deux variables 

explicatives x1 et x2 : la RLM va alors faire passer "au mieux" un plan à travers le nuage de 

points représentant les données dans l'espace (x1, x2, y). 

  

 

  

Dans l'illustration ci-dessus, la plan des moindres carrés est celui qui minimise la somme des 

carrés des longueurs des segments bleus parallèles à l'axe y. Ces longueurs (signées) 

s'appellent les résidus du modèle. Le plan des Moindres Carrés est donc celui qui minimise la 

somme des carrés des résidus. 

 En dimension supérieure, il faut se contenter de dire que la RLM va déterminer l'hyperplan 

de dimension p minimisant la somme des carrés des écarts (mesurés parallèlement à l'axe y) 

entre les points représentant les données et l'hyperplan. 

Cet hyperplan aura pour équation : 

 

y* = β*
0 + β1

*x1 + β2
*x2 + ... + βp

*xp 

où les coefficients βj* s'appellent les paramètres estimés du modèle.  
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Présentation des résultats 

 

Le projet consiste à étudier l’ensemble des composés volatils de différents poissons avec une 

méthode HS-SPME-GC-MS afin de trouver des marqueurs potentiels de fraicheur et 

d’altération à l’aide de différentes approches statistiques pour caractériser la fraicheur du 

poisson. Pour cela des suivis d’altérations de différents poissons (merlan, bar commun, 

dorade royale, maquereau commun, limande sole, cabillaud, grande vive et saumon) stockés 

jusqu’à 20 jours dans des conditions industrielles, c'est-à-dire dans des caisses en 

polystyrène sous glace à 4°C, ont été réalisés afin d’identifier leurs composés volatils. Ensuite 

à partir de ces résultats plusieurs approches statistiques ont été réalisées pour rechercher 

des composés représentatifs de la fraicheur : 

 

 Tout d’abord des analyses descriptives pour identifier des marqueurs potentiels de 

qualité de la chair du poisson.  

 Puis des analyses prédictives pour aboutir à un modèle qui prédit un indice de 

fraicheur en relation avec les marqueurs de qualité du poisson.  

 

La première partie de mes résultats exposera une étude préliminaire sur du merlan 

(Merlangius merlangus) à l’aide d’une analyse en HS-SPME-GC-MS (Shimadzu - GCMS 

QP5000) suivie d’une méthode statistique multidimensionnelle.  

 

La deuxième partie présentera l’optimisation de la méthode d’extraction HS-SPME et 

de la méthode d’analyse GC-MS des composés volatils du poisson pour permettre une étude 

générale des composés volatils de plusieurs espèces de poissons. Nous nous sommes tout 

d’abord intéressés au domaine de l’olfactomérie grâce à une collaboration avec le service 

« Qualité des Produits Animaux, Equipe Typicité Aromatique et Authentification » de l’INRA 

de Clermont-Ferrand / Theix, spécialisé sur les arômes des produits. Ensuite, à partir de 

l’optimisation méthodologique de HS-SPME-GC-MS, différents suivis d’altérations de 

diverses espèces : bar commun (Dicentrarchus labrax), dorade royale (Sparus aurata), 

saumon d’élevage (Salmo salar) et cabillaud sauvage (Gadus morhua) ont été analysées pour 

étudier l’ensemble de leurs composés volatils et donc d’identifier des marqueurs potentiels 
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de qualité du poisson. A partir de ces résultats une méthode de caractérisation de la 

fraicheur du poisson sera proposée avec la création d’un modèle statistique. 

 

La troisième partie présentera des applications de cette méthode HS-SPME-GC-MS :  

 pour différencier à l’aide des composés volatils un poisson cru frais d’un 

produit cru ayant subi une congélation - décongélation. 

 pour étudier les composés volatils de produits de la mer (crevettes) 

bioconservés, en collaboration avec l’Ifremer de Nantes.   
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Résultats 

 

1ère partie : Etude préliminaire des composés volatils 

 

Cette première partie des résultats correspond à une étude des composés volatils de 

diverses espèces de poisson (merlan, maquereau, grande vive, limande sole). Plusieurs suivis 

d’altération (c'est-à-dire une conservation d’un lot de poissons dans des conditions 

industrielles à 4°C sous glace) ont été réalisés. A différents jours de stockage 1, 2, 3, 4, 7, 10 

et 13, nous avons analysé les composés volatils de ces espèces en utilisant une méthode 

mise en place au sein du laboratoire. Cette méthode est basée sur une MicroExtraction en 

Phase Solide (SPME) suivie d’une Chromatographie phase Gazeuse (GC17A-Shimadzu) 

couplée à une Spectrométrie de Masse (MSQP5000-Shimadzu). 

 

Les résultats de cette étude sont présentés dans l’article 1 qui reprend l’analyse des 

composés volatils du merlan à différents jours de stockage pour essayer de caractériser la 

fraicheur du poisson : 

 

Article 1 : Guillaume Duflos, François Leduc, Assi N'Guessan, Frédéric Krzewinski, 

Ossarath Kol, and Pierre Malle. Freshness characterisation of whiting (Merlangius 

merlangus) using an SPME/GC/MS method and a statistical multivariate approach. 

Journal of the Science of Food and Agriculture. 2010, 90, (15), 2568-2575. 
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Synthèse article 1 : Le merlan qui a été stocké dans des conditions industrielles a été étudié 

en comparant l'analyse des composés volatils obtenus par HS-SPME-GC-MS pendant des 

suivis d’altération de 7 jours avec deux méthodes sensorielles (QIM » et barême de cotation 

de la directive européenne 2406/96). Les poissons conservés 1 et 2 jours ont une très bonne 

qualité et sont considérés comme des poissons extra frais. Les poissons ayant 3 et 4 jours de 

stockage sont considérés comme des poissons frais qui sont encore de bonne qualité. Puis 

les merlans stockés 7 jours sont des poissons moins frais mais qui restent acceptables à la 

consommation. A partir de ces études sensorielles, 3 classes de fraicheur ont été 

déterminées. A l’aide de ces classes, une approche statistique multivariée « analyse de 

composante principale » « classification ascendante hierarchique » a permis de déterminer 

quels composés volatils identifiés par HS-SPME-GC-MS sont les plus représentatifs de ces 

différentes classes. Parmi l’ensemble des composés volatils identifiés, 38 semblent avoir un 

rôle de marqueurs potentiels  de fraicheur et/ou d’altération du merlan. Le propanal, 

l'hexanal, le 1-pentène-3-ol, le pentanal, le 2,3-pentanedione, le 1-pentène-3-

one, l’heptanal, le (E)-2-penténal, le 2,3-octanedione, le (Z)-2-pentène-1-ol, le 1-pentanol, le 

butanal, l’octanal, le 3,5,5-triméthyl-2-hexène, le 1-hexanol et le 4,4-diméthyl-1,3-dioxane-

sont intéressants car ils sont présents aux différents stades de fraicheur du merlan et sont 

bien représentatifs des différentes catégories de fraicheur du merlan.  

D’autres composés comme l’éthanol, le 3-méthyl-1-butanol, le 3-méthyl-butanal, le 2-

méthyl-1-butanol, le 2-méthyl-1-propanol, le 2,3-butanedione, l’éthylacétate et le limonène 

sont plus représentatifs de l’altération et peuvent être considérés comme des marqueurs 

d’altérations du merlan. 
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Ces premiers résultats montrent qu’il n’existe pas un marqueur de référence de la qualité du 

poisson mais bien un ensemble de composés volatils aromatiques qui peuvent être 

considérés comme des marqueurs potentiels de fraicheur. C'est-à-dire des composés 

présents dans le poisson extra frais et qui tendent à diminuer voir à disparaitre au cours du 

stockage.  

Inversement, nous pouvons définir des marqueurs potentiels d’altération comme des 

composés qui augmentent tout au long de la conservation.  

 

Ces résultats montrent pour toutes les espèces de fortes ressemblances des profils volatils et 

des analyses sensorielles entre les poissons analysés à 1 jour de stockage avec ceux analysés 

à 2 jours de conservation (de la même façon, pour les poissons analysés à 3 et 4 jours de 

stockage). Par conséquent, les jours 2 et 3 ont été supprimés de nos analyses. Ce nouvel 

échantillonnage nous permet d’augmenter le nombre de suivis d’altérations sur diverses 

espèces. 

 

L’ensemble de ces résultats reste une première approche qui nécessite d’être complétée par 

d’autres essais pour permettre d’appliquer une analyse statistique plus rigoureuse afin 

d’aboutir à une modélisation de notre méthode. 

  



105 

 

2ème partie : Etude des composés volatils de la chair de 

poisson frais 

 

 

Dans un premier temps, avec l’acquisition d’une nouvelle GC-MS (QP2010+ (Shimadzu)), la 

méthode présentée « HS-SPME-GC-MS » dans la première partie des résultats a été 

optimisée : 

Au niveau de la préparation de l’échantillon, plusieurs étapes (découpe du filet en cube de 

1cm, 50g de chair mélangée dans 100 ml d’eau saturé en NaCl (30%), 120s 

d’homogénéisation au stomacher, 50 ml de volume prélevé dans un tube de 100ml à 

centrifuger, centrifugation 10 000tr/min pendant 10 min à 4°C, 11 ml de matrice dans un vial 

de 20ml (d’où 9 ml de volume d’espace de tête)) n’ont pas subi de modification. Seul un 

standard interne : le 2-éthyl-phénol a été ajouté en plus du 3-méthyl-3-buten-1-ol déjà 

présent. Différentes gammes étalons ont été étudiées et ont permis de sélectionner la 

concentration de 0,4 ppm pour ces 2 standards car leurs réponses sont apparues similaires 

aux réponses des composés volatils du poisson. 

Au niveau de la SPME, la fibre Carboxen-Polydiméthylsiloxane (CAR-PDMS, 75µm) (Supelco), 

le temps d’équilibre dans l’espace de tête (10 min) et la durée d’adsorption des composés 

volatils sur la fibre (40min) ont été maintenus (article 1). Des  tests de température 

d’adsorption ont été explorés (30, 40, 50 et 60°C) pour vérifier que la température 50°C de la 

méthode n’apportait pas d’artrefacts oxydatifs ou de composés néoformés de la cuisson. Les 

résultats ont montré que seuls les composés volatils de la chair de poisson cru étaient 

extraits. 

Au niveau de la désorption, nous avons augmenté la durée de 10 secondes à 1 minute de 

désorption pour pemettre à l’ensemble des analytes de passer dans la colonne SLB-5ms 

(60m × 0.25mm × 0.25µm) (Supelco).  

Au niveau de l’interface entre la GC et la MS, la température qui était de 260°C a été 

modifiée à 280°C, pour avoir la même température entre l’interface et le four de la GC à la 

fin du programme de température évitant toute condensation et favorisant ainsi le transfert 

des composés séparés dans la MS. 
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Au niveau de l’analyse des spectres, dans la première partie des résultats, l’intégration de 

des pics des chromatogrammes était réalisée en courant ionique total (TIC) et l’identification 

des composés volatils se faisait seulement par comparaison de spectre avec la base de 

données NIST08. Un travail important a été réalisé sur l’étude des ions spécifiques et des 

différents spectres de chaques composés volatils identifiés dans divers poissons. 

L’intégration d’un composé volatil est faite en sélectionnant un ion spécifique. Ceci permet 

de supprimer les erreurs potentielles d’intégration existante en TIC due aux coélutions entre 

les composés volatils.  

Cette étude a permis de détecter un nombre plus important de composés volatils (passage 

d’une soixantaine à plus d’une centaine). De plus leur identification réalisée à partir des 

bases de données spectrales a été consolidée avec la détermination de leurs indices de 

Kovats associés à un contrôle de leur standard. Ces composés volatils répertoriés dans le 

tableau de l’article 3 sont présents à chaque jours d’analyse dans les diverses espèces de 

poissons étudiées contrairement aux composés volatils de la première partie des résultats. 
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Dans un second temps, à partir de cette optimisation, nous nous sommes intéressés à 

l’ensemble des substances volatiles de divers poissons : bar commun (Dicentrarchus labrax), 

dorade royale (Sparus aurata), cabillaud (Gadus morhua) et saumon (Salmo salar) aux 

différents stades d’altérations. C'est-à-dire tous les composés volatils qui ont une odeur plus 

ou moins forte dans des poissons frais jusqu’à des poissons très altérés : 

 

 nous présenterons tout d’abord une étude de l’évolution de l’odeur du bar commun 

en collaboration avec l’INRA de Clermont-Ferrand/Theix : 

 

Article 2: François Leduc, Pascal Tournayre, Nathalie Kondjoyan, Frédéric Mercier, 

Pierre Malle, Ossarath Kol, Jean Louis Berdagué, and Guillaume Duflos. Evolution of 

volatile odorous compounds during the storage of European seabass (Dicentrarchus 

labrax). Food Chemistry. 2012, 131, (4), 1304-1311. 

 

 ensuite nous exposerons une étude sur l’ensemble des composés volatils de ces 

quatre espèces pour déterminer des marqueurs de qualité du poisson à l’aide 

d’approches statistiques descriptives. A partir de ces marqueurs, une approche 

statistique prédictive est envisagée afin d’aboutir à la création d’un modèle de 

prédiction d’un indice de fraicheur en fonction du profil des composés volatils du 

poisson : 

 

Article 3: François Leduc, Assi N’Guessan, Frédéric Krzewinski, Pierre Malle, Ossarath 

Kol, and Guillaume Duflos. Proposal for a model to predict the quality of fresh fish 

stored in crushed ice at 4°C, on the basis of volatile compounds. Journal of 

Agricultural and Food Chemistry. Submitted 
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Synthèse article 2 : L’évolution des composés volatils aromatiques du bar commun 

(Dicentrarchus labrax), stocké 15 jours dans des conditions industrielles à 4°C sous glace, a 

été étudiée en collaboration avec l’unité Qualité des Produits Animaux de l’Institut National 

de la Recherche Agronomique (INRA) de Clermont-Ferrand/Theix. Le but de ce travail était 

d'identifier de manière fiable des composés odorants du bar après 1, 4 et 15 jours de 

stockage afin d’identifier des marqueurs de qualité (fraîcheur ou altération). Pour l’étude de 

ces composés odorants, une analyse a été réalisée en headspace dynamique (DH) utilisant 

une extraction « purge and trap » suivie d’une chromatographie gazeuse couplée à la fois à 8 

voies d’olfactométrie (8 juges) et à un spectrométre de masse (DH-GC-MS/8O). Pour 

renforcer l’identification de l’ensemble des composés volatils aromatiques, des analyses 

complémentaires ont été faites en chromatographie gazeuse à une et deux dimensions 

couplée à la spectrométrie de masse et l’olfactométrie (DH-GC-GC-MS/O) ainsi qu’avec notre 

méthode HS-SPME-GC-MS et en parallèle d’analyses sensorielles. L’ensemble de ces 

techniques d’analyse donne des résultats sous forme d’aromagrammes des 8 juges qui 

renseignent sur l’odeur perçue ainsi que son intensité et sous forme de chromatogrammes 

qui indiquent la quantité des différents composés volatils. Une superposition de ces 

aromagrammes et chromatogrammes nous permet d’identifier l’odeur des différents 

composés volatils de la chair du bar commun.  

L’analyse sensorielle, réalisée selon le schéma de notation de la directive européenne 

2046/96, a permis de caractériser le niveau de fraicheur des poissons aux différents jours 

d’analyse. Les poissons analysés après un jour de stockage sont considérés comme extra 

frais, les poissons conservés 4 jours sont de moins bonne qualité que les premiers mais sont 

considérés comme frais et acceptés à la vente contrairement aux poissons conservés 15 

jours qui sont altérés et non acceptés à la vente. 

Au total 144 composés volatils ont été détectés dans la chair du Bar commun. Seulement 13 

d’entre eux ont une odeur significative detectable en GC/O dans la chair du poisson : le 

méthane-thiobis, le thiophène, le toluène coélué avec l’acide butanoique éthyl ester, 

l’hexanal, le 1-hexanol, le 1-octen-3-one, le 1-octen-3-ol, le diméthyl-trisulfide, l’octanal, le 

1-nonen-3-ol, le (E)-2-nonenal et 2 composés non identifiés. En prenant comme variable « la 

durée de stockage » une analyse de variance (ANOVA) des aromagrammes, obtenus aux 

différents jours d’analyse (jour 1, 4 et 15), permet de mettre en évidence le thiophene, 
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l’hexanal, le 1-octen-3-one, le diméthyl-trisulfide et le 1-nonen-3-ol comme des marqueurs 

de qualité du bar. Le thiophène (odeur de végetaux cuits, d’ail) et le 1-nonen-3-ol (odeur de 

champignion) peuvent être considérés comme des marqueurs de fraicheur du bar car leurs 

odeurs diminuent significativement (p<0,05) au cours du stockage du poisson. Inversement 

l’hexanal (odeur de pomme verte, fruitée), le 1-octen-3-one (odeur de champignon), le 

diméthyl-trisulfide (odeur soufrée) peuvent être des marqueurs d’altérations car leurs 

odeurs augmentent significativement (p<0,05) au cours du stockage. On constate que ces 

composés volatils, qui sont perçus par les juges au niveau de l’olfaction et considérés 

statistiquement comme des marqueurs de qualité de la chair du Bar commun, ne sont pas 

détectés en spectrométrie de masse mis a part l’hexanal. Ces 4 composés qui ont un seuil de 

perception très bas et qui sont en faible quantité dans la chair du poisson sont de bons 

marqueurs de qualité pour l’analyse olfactive. D’un point de vue spectrométrie de masse, en 

se focalisant sur les 13 composés odorants, on constate que le methane-thiobis, l’hexanal, le 

1-hexanol, l’octanal et le (E)-2-nonenal sont bien détectés et évoluent de la même manière 

que ce soit en DH-GC-MS ou HS-SPME-GC-MS. Le 1-hexanol, l’octanal et le (E)-2-nonenal 

diminuent au cours de stockage et inversement le méthane-thiobis augmente. Ces composés 

peuvent être de potentiels marqueurs de qualité de la chair du Bar commun. 
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Cette étude nous montre l’efficacité mais aussi les limites de la méthode sensorielle pour 

analyser la qualité d’un poisson. Lorsque le poisson est entier, cette analyse nous renseigne 

sur l’acceptabilité ou le refus du produit à la vente. Par contre sous forme de filet comme 

pour le bar commun, la méthode sensorielle ne peut plus être appliquée.  

L’étude des composés volatils odorants de la chair du poisson par GC-MS ou GC-O semble 

être un bon moyen pour remplacer l’analyse sensorielle lorsque celui-ci est sous forme de 

filet.  

   

L’ensemble des résultats nous montre : 

- que la methode d’extraction DH « purge and trap » permet d’extraire plus de composés 

volatils que la méthode HS-SPME. 144 composés volatils ont été identifiés dans le bar 

commun en DH-GC-MS. 

- qu’il existe peu de composés volatils odorants dans la chair du bar commun permettant de 

différencier un poisson frais d’un poisson altéré. Parmi les 144 composés volatils identifiés 

seul 13 composés odorants caractérisent la chair du bar commun : hexanal, méthane-

thiobis, octanal, toluène, 1-hexanol, E-2-nonenal, butanoic acid éthyl ester, 1-octen-3-one, 

1-octen-3-ol, diméthyl-trisulfide, 1-nonen-3-ol + 2 inconnus.  

 

D’après les résultats statistiques, le thiophène, l’hexanal, le 1-octen-3-one, le diméthyl-

trisulfide et le  1-nonen-3-ol sont des marqueurs odorants de qualité du bar commun. 
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Synthèse article 3 : L’évolution des composés volatils aromatiques du bar commun 

(Dicentrarchus labrax) de la dorade royale (Sparus aurata), du cabillaud (Gadus morhua) et 

du saumon (Salmo salar), stocké 15 jours dans des conditions industrielles à 4°C sous glace, a 

été étudiée avec la méthode optimisée HS-SPME-GC-MS. Le but de ce travail était 

d'identifier de manière fiable des composés volatils de ces espèces après 1, 4, 7, 10 et 

15 jours de stockage, afin d’identifier des marqueurs de qualité (fraîcheur ou altération).  

A ces mêmes jours d’analyse une étude sensorielle basée sur la méthode QIM a été réalisée. 

Le QIM a permis de caractériser le niveau de fraicheur des poissons aux différents jours 

d’analyse en nous fournissant un indice de qualité. Il existe une méthode QIM pour la 

dorade royale qui a été appliquée dans cette étude pour le bar. Une méthode QIM qui existe 

pour des filets de cabillaud  a été extrapolée pour des filets de saumon.  Ces méthodes QIM 

nous renseignent à la fois sur la qualité du poisson avec son indice mais aussi sur le nombre 

de jour du stockage. Un poisson qui a un indice de qualité égale à 4 par exemple reflète un 

poisson de bonne qualité qui a été conservé sous glace pendant environ 4 jours. Plus l’indice 

augmente et plus la qualité du poisson diminue. Cette indice va de 0 à 15 pour le bar et la 

dorade qui peuvent être stocké jusqu’à 15 jours. Tandis que pour les filets de cabillaud et de 

saumon l’indice va de 0 à 14 mais pour avoir un produit de bonne qualité l’indice ne doit pas 

dépasser 8 car 8 est aussi le nombre de jour maximum de stockage pour ces filets.  

Au total 116 composés volatils communs aux diverses espèces et aux différents jours 

d’analyse ont été détectés. A partir de ces résultats, une approche statistique descriptive 

avec le logiciel SPAD utilisant des ACP suivi de CAH nous a permis d’identifier des marqueurs 

de qualité (fraicheur ou altération) communs à ces 4 espèces : le 2-éthyl-furan, le benzene, 

le 2-méthyl-furan, le 3-méthyl-butanol, l’éthanol, le carbon-disulfide, le diméthyl-sulfide, 

l’éthyl-acétate, le 3-méthyl-butanal, le 2-éthyl-1-hexanol, le 2,3-octadione, le chloroform, le 

1-hexanol, le (E,E)3,5-octadien-2-one, et le benzeneacétaldéhyde.  

Ensuite une approche statistique prédictive utilisant une régression linéaire multiple a été 

réalisée pour proposer un modèle pour les poissons entiers (bar et dorade) et un modèle 

pour les filets de poisson (cabillaud et saumon). Ces deux modèles prédisent un indice de 

qualité qui est le reflet du QIM en corrélation avec les composés volatils considérés comme 

des marqueurs de qualité du poisson.   
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Abstract  

 
The HS-SPME-GC-MS method was used to analyse the volatile compounds from fish after different 

stages of storage. Sensory analysis was first used to characterise the quality of the fish at these different 

stages using a quality index method (QIM). A multivariate statistical approach (PCA, AHC) was applied 

to identify potential quality markers for the fish, using the results of the sensory analyses: 2-ethyl-furan, 

benzene, 2-methyl-furan, 3-methyl-butanol, ethanol, carbon-disulfide, dimethyl-sulfide, ethyl-acetate, 3-

methyl-butanal, 2-ethyl-1-hexanol, 2,3-octadione, chloroform, 1-hexanol, (E,E)3,5-octadien-2-one, and 

benzeneacetaldehyde. 
Based on the quality indices for the different fish and the volatile markers that characterise them, 

multiple linear regression was carried out to obtain a model to predict the quality index in relation to the 

fish’s volatile composition. This quality index reflects the QIM score that indicates the fish’s freshness and 

its storage time. 

 

Keywords: Freshness; volatile compounds; HS-SPME-GC-MS; QIM; Multiple linear regression 

  

 

Introduction 
Freshness is one of the main quality criteria for the 

transformation, sale and consumption of fish. Freshness 

indicates the degree of certain physical, chemical and 

biological changes in fish. There are two different types of 

method for assessing the quality of fresh fish: sensory and 

instrumental. At present, professionals in the sector mainly 

use two sensory methods, the European Union scheme (1) 

laid out in EU Directive 2046/96 and the Quality Index 

Method (QIM) (2). These descriptive methods provide an 

immediate evaluation of fish quality. However, these 

inspections are known to give subjective results, even 

when carried out by experienced and well-trained 

personnel (3). Furthermore, it is difficult to achieve 

consistent quantitative sensory results from evaluations 

performed by different assessors. Consequently, chemical 

and instrumental methods that are uninfluenced by the 

subjective opinions of the judges are necessary to satisfy 

the demand for measuring fish quality (4). But since the 

consumer is the final judge of quality, most chemical and 

instrumental methods must obviously concur with sensory 

evaluations. 

Several techniques for measuring volatile substances have 

been proposed to assess the freshness of fish. An electronic 

'nose', based on different sensor technologies, was used in 

a European project entitled “Developing multisensory 

techniques for monitoring fish quality” (5). Several 

electronic nose systems are available on the market, such 

as the portable electronic nose developed to assess the 

freshness of sardines stored at 4°C (6). However, these 

systems do not provide any detailed information as to 

either the identity or the concentration of the compounds 

causing the odour. Moreover, they are incapable of 

detecting all volatile substances for which there is a low 

level of concentration and their ability to assess the 

freshness of fish is limited. In addition, by the time large 

quantities of these volatile compounds have been 

produced, the fish is already in an advanced state of 

decomposition. Methods for extracting volatile substances 

have been developed to enable all volatile compounds to 

be observed, whether or not they have a noticeable odour 

and irrespective of concentration. There are two main 

methods for extracting volatile compounds, dynamic 

headspace, which uses “purge and trap” extraction, used 

by Alasalvar et al. (2005) and Grigorakis et al. (2009) to 

identify the quality markers for gilthead seabream (Sparus 

aurata) (7, 8), and static headspace which uses solid phase 

micro-extraction (HS-SPME), used by Bené et al. (2001) 

and Duflos et al. (2010) to characterise fish freshness from 

volatile compounds identified as quality markers (9, 10). 

These extraction methods are usually used in combination 

with analytical tools such as Gas Chromatography – Mass 

Spectrometry (GC-MS). 

This study first monitored changes to the volatile profiles 

of whole fish (European sea bass (Dicentrarchus labrax) 

and gilthead sea bream (Sparus aurata)) and fillets of fish 

(cod (Gadus morhua) and salmon (Salmo salar)) stored 

under industrial conditions at 4°C in crushed ice to track 
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alterations over 15 days at five different moments. It then 

proposed models for the whole fish and for fillets, based 

on a study of a small number of volatile compounds, with 

which to verify the real freshness index by comparison 

with a sensory analysis indicating the quality of the fish. 

 

Materials and Methods 
Chemicals 
Ethyl acetate, (E)-2-heptenal, ethanol, 3-methyl-butanal, 2-

methyl-butanal, 1-penten-3-ol, 1-octen-3-ol, 1-heptanol, 

dimethyl-sulfide, carbon-disulfide, chloroform, 2-ethyl-

hexanol, 2-butenal, 2-methyl-furan, 2-methyl-propanal, 

benzene, benzeneacetaldehyde, butanal, pentanal, hexanal, 

octanal, heptanal, nonanal, benzaldehyde, 2-ethyl-furan, 

dodecanal, bromoform, butyrolactone, 2,3-butanedione, 

2,3-hexanedione, 2-ethyl-phenol, 3-pentanone, 2-ethyl-

cyclohexanone, 3-methyl-1-butanol, 1-hexanol, 2-methyl-

propanol, 1-butanol, 3-methyl-3-buten-1-ol, 1-pentanol, 

(Z)-2-penten-1-ol, alkanes C5-C15 came from Sigma-

Aldrich (Saint Quentin Fallavier, France). 

Carboxen (CAR)/polydimethylsiloxane (PDMS) 

StableFlex SPME fibre (75 µm) came from Supelco 

(Bellefonte, PA, USA). Before first use, each SPME fibre 

was conditioned as recommended by the manufacturer. 

NaCl came from Oxoid Ltd (Basingstoke, UK) and Milli-

Q water (high-performance liquid chromatography water) 

from Fisher Scientific Labosi (Elancourt, France).  

 

Sample preparation 
European sea bass (Dicentrarchus labrax) and gilthead 

seabream (Sparus aurata), caught the night before the start 

of the study, were obtained as whole fish from Aquanord 

(Gravelines, France). Cod (Gadus morhua) and salmon 

(Salmo salar) were obtained as fillets from Viviers Marins 

(Boulogne sur mer, France) and caught four days before 

the start of the study. The fish were stored in crushed ice at 

4°C in self-draining polystyrene boxes for 15 days. Fresh 

crushed ice was added daily. Sensory evaluation and 

volatile analysis were performed on days 1, 4, 7, 10 and 15 

(on three different fish each day). Sensory evaluation was 

performed by three panellists familiar with the sensory 

evaluation of fish. Following sensory evaluation, each fish 

was filleted. The next step was according to previous 

work. The fillets were cut into 1 cm cubes, then 50 g of 

flesh was introduced into a stomacher bag with 100 ml of 

ultrapure water saturated with NaCl. The contents were 

mixed for 2 min in a Stomacher Lab-Blender 400 (Seward, 

Thetford, UK). The aqueous phase was removed and 

centrifuged at 12,000×g for 10 min at 4°C (Multifuge 3 S-

R Heraeus, Kendro Laboratory Products, Courtaboeuf, 

France). 

 

Sensory Evaluation - QIM 
The QIM is based on significant sensory parameters for 

whole fish and fish fillets using many weighted parameters 

and a score system from 0 to 4 demerit points. Scores are 

added to give an overall sensory score, the quality index. 

QIM gives scores of zero to very fresh fish, with an 

increasingly larger total result as fish deteriorates. 

The Quality Index Method Developed for Raw Gilthead 

Seabream (Sparus aurata)(11) was adapted to European sea 

bass (Dicentrarchus labrax). Quality index 0-15. 

The QIM developed for cod fillets (Gadus morhua) (12) 

without skin with a Quality index 0-14 was also used for 

salmon fillets. 

 

SPME Headspace Analysis 
In accordance with previous studies(10), 11 mL of 

aqueous phase from the supernatant of sample preparation 

was introduced into a hermetically sealed 20 mL vial. The 

vial was placed in the sample tray of a CombiPAL (CTC 

Analytics, Zwingen, Switzerland) and then transferred to 

the mixer, where it was heated at 50°C and mixed at 500 

rpm for 10 min. After this equilibrium time the 

CAR/PDMS SPME fibre was inserted into the headspace 

of the sample and held there for 40 min at 50°C. The fibre 

was then removed from the headspace and inserted into the 

Merlin Microseal injector (250°C) of a gas chromatograph 

(GC) coupled with an MS-QP2010+ mass spectrometer 

(MS) (Shimadzu, Kyoto, Japan) for desorption. The fibre 

was maintained 1 minute. For each day and each fish, six 

replicated measurements were performed. 

 

GC-MS Parameters 
The GC was equipped with an SLB-5ms capillary column 

(60m × 0.25mm × 0.25µm) (Supelco, Sigma Aldrich, 

France). The GC conditions were as follows: oven 

temperature set initially to 35°C (5 min hold), increased to 

100°C at 10°C min
-1

 then increased to 280°C at 20°C min
-1

 

and maintained at 280°C for 5 min; the splitless mode was 

used for injection, with a purge time of 2 min. The fibre 

was maintained in the injection port for 1 min. The 

electron impact MS conditions were as follows: 

temperature of interface, 280°C; ionisation voltage, 70 eV; 

mass range, m/z 33-200. After each injection the fibre was 

heated to 300°C for 10 min in the SPME fibre conditioner. 

Volatile compounds were identified using mass spectral 

databases (National Institute of Standards and Technology 

(NIST) 2008), relative retention indices (13), Linear 

Retention Index (LRI) and chemical standards. The peak 

area of the tentatively identified compounds was integrated 

from the specific ion for each of the molecules to avoid co-

elution problems. 

 

Statistical Analysis 
Eighty-five measurements were taken for whole fish (sea 

bass and seabream) and 40 for the filleted fish (salmon and 

cod) and were then subjected to statistical analysis divided 

into several parts but identical for each species. First we 

described and analysed the freshness and spoilage indices 

on the various sampling days using PASW Statistics 18 

(SPSS, Paris, France). A graphic approach based on 

control charts of the individual index values was used for 

this first part. These control charts were used to analyse 

the daily progression of freshness and/or spoilage indices. 

The second part of our statistical analysis groups together 

the analysed fish samples and identifies the volatile 

compounds that characterize their categories. For this, we 

used SPAD 7 (SPAD, Paris, France) to select a set of 

relevant volatile compounds via the first two trends in a 
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principal component analysis (PCA). We then performed 

an ascending hierarchical classification (AHC) of the first 

two factors. The categories were then analysed in relation 

to the selected volatile compounds and the freshness 

and/or spoilage indices.  

Finally, we used the volatile compounds identified as 

potential quality markers to propose a statistical model 

using multiple linear regression developed with PASW 

Statistics 18 (SPSS, Paris, France). Multiple linear 

regression is used to establish the relationship between an 

explained variable y (the result of the QIM sensory 

analysis) and a set of several explanatory variables xn (the 

volatile compounds selected as potential quality markers). 

The statistical model giving the relationship between the 

response and the explanatory variables to predict fish 

freshness can be written as follows: 

 

yi = β0 + β1xi1 + β2xi2 + … + βpxip+ εi 

 

(i=1, 2… n) where n is the number of measurements, p is 

the number of volatile compounds, 

yi is the freshness index by reference to the QIM score of 

the different individuals  

βp are the coefficients used as estimated parameters for the 

model, 

xip are the explanatory variables, the normalised quantity 

measured by HS-SPME-GC-MS for the volatile 

compounds considered as quality markers, 

εi is the random error relative to the measurement i that we 

assumed to come from a normal distribution of null mean 

and unknown variance that we estimate in the same way as 

the model coefficients. 

 

Results and discussion 
Sensory evaluation of fish QIMs 
The study consisted of 30 measurements for sea bass and 

15 measurements for gilthead sea bream taken at five 

different moments during conservation: D01 (after one 

day), D04 (4 days), D07 (7 days), D10 (10 days) and D15 

(15 days), with three measurements on each day of 

analysis. Twelve measurements were taken for cod and 

twelve for salmon fillets at four different moments: D04, 

D07, D10 and D15, again with three measurements on 

each day of analysis. 

QIM analysis was applied to the different batches of fish 

and the results are given in Figure 1a-b. They show both 

the mean trend and the variability of the quality index 

according to the number of days of storage for the different 

species. Figure 1a shows how the quality indices for sea 

bass and gilthead sea bream evolved during conservation 

in crushed ice at 4°C, while Figure 1b shows the same for 

the cod and salmon fillets. 

We can see that the quality indices tended to increase with 

storage time for these four species. We can also observe 

that the quality index for gilthead sea bream is similar to 

the index for sea bass. The same can be noted for the 

indices for the fillets of salmon and cod. It is important to 

note that the QIM quality index provides information both 

about the number of days the fish have been stored and, 

indirectly, about their freshness. 

According to Cardenas Bonilla et al. 2007 (12), cod fillets 

should be stored for no more than eight days to produce a 

quality product. According to the results in Figure 1b, the 

fillets of cod and salmon conserved for four days were of 

good quality. The fillets conserved for seven days had a 

QIM score of about 8, meaning that they were of inferior 

quality and barely suitable for consumption. We consider 

that the sea bass and sea bream fillets conserved for 10 and 

15 days had deteriorated and were therefore not fit for 

consumption. 

Figure 1 shows that whole sea bass and sea bream can be 

conserved for a maximum of 15 days but that during this 

time the quality of these species deteriorates. We consider 

that fish stored for one day are of very high quality, for 

four days are of good quality, for seven days are of 

medium quality, for 10 days are of inferior quality but fit 

for consumption and for 15 days are of very inferior 

quality and not fit for consumption. 

 

 

 
 

Figure 1: Comparison of the quality indices obtained by QIM 

according to the number of days of storage for sea bass and sea 

bream (a), and for fillets of cod and salmon (b) 
 

 

 

a

  a 

b

  a 

b

  a 
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Identifying the volatile compounds from the flesh 

of sea bass (Dicentrarchus labrax), gilthead sea 

bream (Sparus aurata), cod (Gadus morhua) and 

salmon (Salmo salar) by HS-SPME-GC-MS. 
An analysis of the flesh of sea bass (D. labrax), gilthead 

sea bream (S. aurata), cod (G. morhua) and salmon (S. 

salar) by HS-SPME-GC-MS, at five levels of alteration 

(after 1, 4, 7, 10 and 15 days), identified 116 volatile 

compounds which are classified according to their 

chemical functions in Table I. The compounds concerned 

are aldehydes (27), ketones (20), alkanes (13), alcohols 

(12), benzenes (12), furans (6), esters (5), chlorine 

compounds (2), sulfur compounds (3) and unclassified 

compounds (14). 

Most volatile compounds in fish are generated by enzyme 

reactions, oxidation and microbial action (14). 

 

Table I: Volatile compounds identified by HS-SPME-

GC-MS in gilthead seabream, European sea bass, cod 

and salmon fish samples during storage 

Compounds 
LRI 

Selectcd 

Ion  
Identification 

Alcohols  12   
   

Ethanol < 500 45 MS, LRI, Std 

2-methyl-1-propanol 629 74 MS, LRI, Std 

1-butanol 664 56 MS, LRI, Std 

1-penten-3-ol  682 57 MS, LRI, Std 

3 methyl-3-buten-1-ol,  728 56 MS, LRI, Std 

3-methyl-1-butanol 734 70 MS, LRI, Std 

1-pentanol 763 70 MS, LRI, Std 

(Z)-2-penten-1-ol 765 68 MS, LRI, Std 

1-hexanol 869 56 MS, LRI, Std 

1-heptanol 972 70 MS, LRI, Std 

1-octen-3-ol 981 85 MS, LRI, Std 

2-ethyl-1-hexanol 1031 57 MS, LRI, Std 

    Aldehydes  27 
  

 Acetaldehyde < 500 43 MS, LRI 

Propanal < 500 58 MS, LRI, Std 

2-methyl-propanal 554 41 MS, LRI, Std 

Butanal 596 44 MS, LRI, Std 

2-butenal 649 70 MS, LRI, Std 

3-methyl-butanal 653 58 MS, LRI, Std 

2-methyl- butanal 663 57 MS, LRI, Std 

Pentanal 696 58 MS, LRI, Std 

(E)-2-pentenal  750 83 MS, LRI 

Hexanal 789 44 MS, LRI, Std 

(E)-2-Hexenal 851 83 MS, LRI 

(Z)-4-heptenal 898 84 MS, LRI 

Heptanal 900 70 MS, LRI, Std 

2,4-hexadienal 910 81 MS, LRI 

(E)-2-heptenal 961 41 MS, LRI, Std 

Benzaldehyde 969 106 MS, LRI, Std 

2,4-heptadienal 1000 81 MS, LRI 

Octanal 1002 84 MS, LRI, Std 

(E,E)-2,4-heptadienal 1015 81 MS, LRI 

(E)-2-octenal 1062 70 MS, LRI 

Nonanal 1108 82 MS, LRI, Std 

(E)-2-nonenal 1165 57 MS, LRI 

Decanal 1210 82 MS, LRI, Std 

(E)-2-decenal 1272 71 MS, LRI 

Undecanal 1312 82 MS, LRI 

2-undecenal 1370 70 MS, LRI 

Dodecanal 1425 57 MS, LRI, Std 

    Ketones 20 
  

 2,3-butanedione 589 86 MS, LRI, Std 

2-butanone 600 57 MS, LRI 

2-pentanone 684 43 MS, LRI 

2,3-pentadione 693 100 MS, LRI 

3 pentanone 694 86 MS, LRI, Std 

2,3-hexanedione 776 71 MS, LRI, Std 

2-hexanone  780 43 MS, LRI 

3-heptanone 884 57 MS, LRI 

2-heptanone 888 58 MS, LRI 

6-methyl-2-heptanone 956 43 MS, LRI 

2,3-octanedione 983 43 MS, LRI 

2-ethyl-cyclohexanone 1050 83 MS, LRI, Std 

(E,E)-3,5-octadien-2-one 1075 95 MS, LRI 

Acetophenone 1078 105 MS, LRI 

3-nonanone 1088 113 MS, LRI 

2-nonanone 1093 58 MS, LRI 

3,5-octadien-2-one 1099 95 MS, LRI 

2-hydroxy-acetophenone  1180 121 MS, LRI 

2-undecanone 1295 58 MS, LRI 

4-isopropyl-

acetophenone  
1334 147 MS, LRI 

    Esters 5 
  

 Acetic-acid, methyl-ester 523 43 MS, LRI 

Ethyl-acetate 613 70 MS, LRI, Std 

Butanoic acid, methyl 

ester 
724 74 MS, LRI 

Octanoic acid, ethyl 

ester 
1194 83 MS, LRI 

Decanoic-acid, methyl 

ester 
1323 74 MS, LRI 

    Furans 6  
   

3-methyl-furan 603 82 MS, LRI 

2-methyl-furan 611 82 MS, LRI, Std 

2-ethyl-furan 697 81 MS, LRI 

2-pentyl-furan 991 81 MS, LRI 

Benzofuran 1005 118 MS, LRI 

2,3-dihydro-benzofuran 1161 120 MS, LRI 

    Alkanes 13 
  

 2-methyl-butane < 500 42 MS, LRI 

Pentane 500 43 MS, LRI, Std 

Hexane 600 57 MS, LRI, Std 

Heptane 700 43 MS, LRI, Std 

Octane 800 43 MS, LRI, Std 

Nonane 900 43 MS, LRI, Std 

Decane 1000 57 MS, LRI, Std 

Undecane 1100 71 MS, LRI, Std 

Dodecane 1200 57 MS, LRI, Std 

Tridecane 1300 71 MS, LRI, Std 

Tetradecane 1400 85 MS, LRI, Std 

Pentadecane 1500 57 MS, LRI, Std 

Hexadecane 1600 57 MS, LRI, Std 

 

    

Terpenes 2 
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Alpha-pinene 940 93 MS, LRI 

Limonene 1037 68 MS, LRI 

    Benzene compounds 12 
   

Benzene 656 78 MS, LRI, Std 

Toluene 760 91 MS, LRI 

Ethylbenzene 860 91 MS, LRI 

m-xylene 869 91 MS, LRI 

Styrene 892 104 MS, LRI 

1-chloro-2-ethyl-

benzene 
1046 125 MS, LRI 

Benzeneacetaldehyde 1054 91 MS, LRI, Std 

1-chloro-3-ethyl-

benzene 
1066 125 MS, LRI 

1,2,4,5-tetramethyl-

benzene 
1134 119 MS, LRI 

2,4-dimethyl-

benzaldehyde 
1174 83 MS, LRI 

1,3-bis(1,1-

dimethylethyl)-benzene 
1260 175 MS, LRI 

1-methyl-1-

propylpentyl-benzene  
1502 105 MS, LRI 

    
Chlorine compounds 2 

   
Methylene chloride 528 84 MS, LRI 

Chloroform 622 83 MS, LRI, Std 

    Sulfur compounds 3 
   

Carbonyl sulfide < 500 60 MS, LRI 

Dimethyl sulfide 516 62 MS, LRI, Std 

Carbon disulfide 533 76 MS, LRI, Std 

    Unclassified compounds 

14    

Unidentified 698 59 
 

Unidentified 740 45 
 

Unidentified 748 70 
 

Unidentified 875 45 
 

Methane, tribromo 894 173 MS, LRI, Std 

Butyrolactone 914 42 MS, LRI, Std 

Unidentified 942 193 
 

Unidentified 953 55 
 

Unidentified 974 281 
 

Unidentified 1058 57 
 

2-methoxy-phenol 1095 81 MS, LRI 

2-ethyl-phenol 1144 107 MS, LRI, Std 

Unidentified 1148 70 MS, LRI 

Lilac aldehyde C 1327 55 MS, LRI 

 

 

Identification of quality markers common to the 4 

species studied  
The results for each species – sea bass (D. labrax), 

gilthead seabream (S. aurata), cod (G. morhua) and 

salmon (S. salar) – obtained with HS-SPME-GC-MS 

during storage were analysed separately. A statistical 

analysis was carried out with the same exploratory 

approach as in the works of Duflos et al. 2010 (10) to 

identify potential quality markers for these fish. For each 

species, we carried out principal component analysis 

(PCA) with the first two factors followed by ascending 

hierarchical classification (AHC) and a description of the 

classes which involved selecting the principal volatile 

compounds accounting for more than 80% of the first two 

axes (Figure 2a-d).  

It can be seen that the classes created clearly show the 

storage time for the fish, for each of the four species. If we 

take the example of cod (Figure 2a), Class 1/4 includes all 

the fish analysed after four days of conservation, Class 2/4 

includes the fish analysed after seven days, Class 3/4 the 

fish analysed after 10 days and Class 4/4 the fish analysed 

after 15 days. These match the results of sensory analysis 

and we can say that Class 1/4 contains fresh fish, Class 2/4 

contains fish of lesser quality, Class 3/4 contains altered 

fish and Class 4/4 includes very deteriorated fish. After the 

AHC, a description of the classes allowed us to discover 

which volatile compounds, among the 116 identified by 

HS-SPME-GS-MS, characterise and are the most 

representative of the different classes of fish freshness. If 

we again take the example of cod, the volatile compounds 

representing Class 1/4, which tend to diminish during 

storage, can be considered as potential freshness markers, 

i.e. compounds that are present in large quantities in fresh 

fish and which tend to diminish or even disappear during 

storage (10). Inversely, the compounds representative of 

Class 4/4, and even Class 3/4, and which tend to increase 

during storage, our potential spoilage markers in cod. 

These potential freshness or spoilage markers are therefore 

indicative of fish quality. 

With reference to the different classes and the way they 

evolve during storage, the volatile compounds that could 

be used as quality indicators and that are common to all 

four species are: 2-ethyl-furan, benzene, 2-methyl-furan, 3-

methyl-butanol, ethanol, carbon-disulfide, dimethyl-

sulfide, ethyl-acetate, 3-methyl-butanal, 2-ethyl-1-hexanol, 

2,3-octadione, chloroform, 1-hexanol, (E,E)3,5-octadien-

2-one, and benzeneacetaldehyde. Some of these potential 

quality markers have been described in several previous 

studies: 3-methyl-butanol and dimethyl-sulfide in herring 

and gilthead sea bream (7) (15), ethanol, 2-methyl-

propanol, 3-methyl-butanol, 3-methyl-butanal and ethyl-

acetate in cod (16) and 2,3-octadione in mackerel (17). 

These 15 potential quality markers are the explanatory 

variables for multiple linear regression. 
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Figure 2: PCA and AHC for cod (a), gilthead sea bream (b), 

European sea bass (c) and salmon (d) 

BAR, DOR, CAB, SAU = seabass, sea bream, cod, salmon / Jx = 

number of days in storage / Px = number of fish / Tx = repeatability 
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Predicting the freshness index of fish 
Multiple linear regressions (MLRs) were performed to 

model and predict the quality index yi of the fish using 15 

volatile compounds identified as quality markers by the 

different PCAs and AHCs (the values of the volatile 

compounds were normalised). This quality index reflects 

the QIM score which gives us the fish’s freshness and the 

number of days of conservation. This index ranges from 0 

to 15 days for whole fish (sea bass and seabream) and 

from 0 to 14 days for filleted fish (salmon and cod). 

We thus created two models for predicting a quality index 

based on the volatile compounds for whole fish (Table II) 

and for fish fillets (Table III). The two models are separate 

in our study because the deterioration of fish fillets occurs 

more rapidly than for a whole fish, so that the results 

cannot be processed together. 

Table II summarises the prediction model for the quality 

index of whole fish and the different statistical tests for 

constructing and validating the model (summary of 

models, ANOVA, Fisher’s test, table of coefficients). 

 

Table II: Prediction model for whole fish (sea bass and seabream) 

Summary of models 

R R
2
 Adjusted R

2
 

Standard error of the 

estimate 
Variation of F 

.925 .855 .823 2.277 27.121 

ANOVA 

 

Sum of the 

squares 

Degrees of 

freedom 
Mean square F Significance 

Regression 2109.892 15 140.659 27.121 0.000 

Residual 357.856 69 5.186  
 

Total 2467.748 84 
 

 
 

Variable Coefficients 
Standard 

error 
t Significance 

(Constant) 1.770 1.626 1.089 .280 

Ethanol 10.431 82.812 .126 .900 

Dimethyl-sulfide 106.949 110.668 .966 .337 

Carbon-disulfide 4.415 17.821 .248 .805 

2-methyl-furan -1354.390 1040.030 -1.302 .197 

Ethyl-acetate 2382.350 1263.398 1.886 .064 

Chloroform 167.989 101.482 1.655 .102 

3-methyl-butanal 10912.273 3951.416 2.762 .007 

Benzene -374.658 317.419 -1.180 .242 

2-ethyl-furan -77.519 45.865 -1.690 .096 

3-methyl-butanol 640.948 228.178 2.809 .006 

1-hexanol 269.257 217.922 1.236 .221 

2,3-octadione 414.125 163.265 2.537 .013 

2-ethyl-1-hexanol -1600.213 862.490 -1.855 .068 

Benzeneacetaldehyde 47114.155 13827.667 3.407 .001 

(E,E)3,5-octadien-2-one 1172.167 898.135 1.305 .196 

 

It can be seen in this first model that the number of 

measurements for “whole individual fish” (n = 85) is 

greater than the number of variables or “volatile 

compounds” (p = 15). In addition, the statistical results 

show that there is no colinearity between the 15 variables. 

Also, from the results given in the summary of models 

(Table II), we can find an R
2
 = 0.855, so the 15 compounds 

therefore explain 85.5% of the variability of the QIM 

quality index observed in the 85 measurements. By 

referring to the ANOVA table and the significance, we can 

deduce that the model is statistically relevant for explaining 

the values of the quality index, yi. 

 

Using the table of coefficients (Table II), the model for 

predicting the quality index for European sea bass and 

gilthead seabream can be estimated by: 

iŷ  = 1.770 + 10.431 [ethanol] + 106.949 [dimethyl-sulfide] 

+ 4.415 [carbon-disulfide] – 1354.390 [2-methyl-furan] + 

2382.350 [ethyl-acetate] + 167.989 [chloroform] + 

10912.273 [3-methyl-butanal] – 374.658 [benzene] – 

77.519 [2-ethyl-furan] + 640.948 [3-methyl-butanol] + 

269.257 [1-hexanol] + 414.125 [2,3-octadione] – 1600.213 

[2-ethyl-1-hexanol] + 47114.155 [benzeneacetaldehyde] + 

1172.167 [(E,E)3,5-octadien-2-one] 

 

This model was obtained with 15 independent variables and 

explains 85.5% of the variability of the QIM quality index. 

It has a standard deviation of residuals estimated at 2.277, 

i.e. the model for predicting a fish quality index with 15 

markers gives a QIM quality index to within plus or minus 

2.277. We can therefore know the number of days a fish has 

been stored in crushed ice at 4°C, and therefore indirectly 

know its quality, with an estimated error of 2.277. The 
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Significance column in Table II shows that from among the 

15 volatile compounds used, benzene, 1-hexanol and 

(E,E)3,5-octadien-2-one make a statistically significant 

contribution if we accept a risk of 5%. 

 

 

 

In the same way, Table III shows the quality prediction 

model for filleted fish. This model was obtained with the 

same 15 independent variables and explains 94.3% of the 

variability of the fish quality index (R
2
 = 0.943). This 

model has a standard error of residuals estimated at 1.279: 

the quality index for cod and salmon fillets can be protected 

to within plus or minus 1.279. 

 

Table III: Prediction model for fish fillets (cod and salmon) 

Summary of models 

R R
2
 Adjusted R

2
 

Standard error of the 

estimate 
Variation of F 

,971 ,943 ,907 1,279 26,313 

ANOVA 

 

Sum of the 

squares 

Degrees of 

freedom 
Mean square F Significance 

Regression 646.112 15 43.074 26.313 .000 

Residual 39.288 24 1.637  
 

Total 685.400 39 
 

 
 

Variable Coefficients 
Standard 

error 
t Significance 

(Constant) 6.827 3.707 1.842 .078 

Ethanol 70.013 60.645 1.154 .260 

Dimethyl-sulfide 13.603 181.690 .075 .941 

Carbon-disulfide 8.879 8.922 .995 .330 

2-methyl-furan -5690.099 1702.444 -3.342 .003 

Ethyl-acetate -557.848 1189.285 -.469 .643 

Chloroform 14394.333 7511.022 1.916 .067 

3-methyl-butanal -274.097 729.931 -.376 .711 

Benzene -959.425 506.485 -1.894 .070 

2-ethyl-furan 3.575 24.837 .144 .887 

3-methyl-butanol -395.516 203.106 -1.947 .063 

1-hexanol 4184.178 923.917 4.529 .000 

2,3-octadione 63.968 32.744 1.954 .063 

2-ethyl-1-hexanol 1778.127 660.267 2.693 .013 

Benzeneacetaldehyde 373.489 247.838 1.507 .145 

(E,E)3,5-octadien-2-one -558.991 569.485 -.982 .336 

 

The model for predicting the quality index for fillets of cod 

and salmon is therefore: 

iŷ  = 6.827 + 70.013 [ethanol] + 13.603 [dimethyl-sulfide] 

+ 8.879 [carbon-disulfide] – 5690.099 [2-methyl-furan] – 

557.848 [ethyl-acetate] + 14394.333 [chloroform] – 

274.097 [3-methyl-butanal] – 959.425 [benzene] + 3.575 

[2-ethyl-furan] – 395.516 [3-methyl-butanol] + 4184.178 

[1-hexanol] + 63.968 [2,3-octadione] + 1778.127 [2-ethyl-

1-hexanol] + 373.489 [benzeneacetaldehyde] – 558.991 

[(E,E)3,5-octadien-2-one] 

 

This model can be used to predict the number of days fish 

fillets have been stored in crushed ice at 4°C to within plus 

or minus 1.279. Knowing the values of each of the 15 

volatile compounds selected, we can predict the number of 

days the fish fillets have been stored and determine whether 

they are fresh or deteriorated. If yi is higher than 8, the 

fillets are considered to have been altered. In the same way, 

the Significance column in Table III shows the individual 

contribution of each of the 15 compounds used in the 

model. In the case of the fillets studied here, we can deduce 

that the most statistically significant compounds, with a risk 

of 0.05, are 2-methyl-furan and 1-hexanol. 
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The graphs in Figure 3 – for whole fish in (a) and fillets in 

(b) – shows the fit between the quality indices predicted by 

the models and the quality indices observed. The graphs 

also provide a way of qualifying the statistical hypotheses 

related to the residual values and assumed to be taken from 

a normal distribution. The fact that the values lie relatively 

close to the first bisector justifies the use of the prediction 

models. 

 

 

 
 

 
Figure 3: Regression line drawn against the prediction obtained in the 

calibration model.  

Whole fish (a) and fillets of fish (b) 

 

Conclusion 
A study of the volatile compounds from various species of 

fish (European sea bass, gilthead seabream, salmon and 

cod), after different periods of storage (4°C in crushed ice), 

by HS-SPME-GC-MS, in correlation with QIM sensory 

analysis using a multivariate statistical approach, allowed 

us to identify 15 potential quality markers for fish. 

 

By using a multiple linear regression, we proposed one 

model for whole fish and a second for filleted fish. The two 

models predict a quality index, ranging from 0 to 15 for 

whole fish and 0 to 14 for fillets, using a function based on 

15 volatile compounds that correlates with the QIM score 

for the fish. 

 

These results represent real progress as they offer a way of 

characterising the quality of fish using a small number of 

volatile compounds. 
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3ème partie : Application de la méthode HS-SPME-GC-

MS à une autre problématique que la fraicheur et à 

une autre matrice (crevette) 
 

Dans cette partie, nous avons appliqué notre technique HS-SPME-GC-MS pour étudier les 

composés volatils sur des produits autres que le poisson frais. Dans un premier temps, cette 

méthode a été utilisée pour différencier un poisson frais d’un poisson ayant subit une 

congélation et décongélation : 

 

Article 4 : Leduc, F.; Krzewinski, F.; Le Fur, B.; N’Guessan, A.; Malle, P.; Kol, O.; Duflos, 

G., Differentiation of fresh and frozen-thawed fish (whole and fillets): European sea 

bass (Dicentrarchus labrax) and gilthead seabream (Sparus aurata), cod (Gadus 

morhua) and salmon (Salmo salar), using volatile compounds by solid-phase 

microextraction with gas chromatography-mass spectrometry. Journal of the 

Science of Food and Agriculture. Submitted: 25-May-2011 

 

Puis dans un second temps, la technique a été utilisée sur une étude de bioconservation de 

la crevette, en collaboration avec l’IFREMER de Nantes. La bioconservation -ou 

biopréservation- vise à prolonger la durée de vie des aliments en maîtrisant la croissance des 

flores pathogènes ou d'altération par l'utilisation de flores protectrices. Cette étude s'est 

penchée sur la qualité sensorielle et l'évolution physico-chimiques (pH, glucose, acide L-

lactique, amines biogènes, acides aminés libres et les composés volatils) pendant le stockage 

à 8°C de crevettes cuites décortiquées inoculées seulement avec la bactérie spécifique 

d'altération Brochothrix thermosphacta et mélangée avec la souche de protection 

Lactococcus Piscium CNCM I-4031. Notre technique est utilisée dans le but d’étudier les 

composés volatils produits par les microorganismes et ainsi voir si une différenciation est 

possible entre un produit bioconservé ou non : 

 

Article 5: Fall, P. A.; Pilet, M. F.; Leduc, F.; Cardinal, M.; Duflos, G.; Guérin, C.; 

Joffraud, J.-J.; Leroi, F., Sensory and physicochemical evolution of tropical cooked 

peeled shrimp inoculated by Brochothrix thermosphacta and Lactococcus piscium 

CNCM I-4031 during storage at 8 °C. International Journal of Food Microbiology. 

2011. doi:10.1016/j.ijfoodmicro.2011.07.015 
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Synthèse article 4 : La différenciation d’un poisson frais d’un poisson congelé/décongelé est 

de nos jours très important car il est nécessaire de différencier ces produits pour éviter les 

pratiques frauduleuses qui consistent à l’échange entre des produits congelés/décongelés et 

des produits frais pour la vente. Il est donc important de développer des méthodes 

analytiques pour l'évaluation de la fraîcheur d’un produit afin de bien le différencier d’un 

produit décongelé.  

Le but de ce travail est de caractériser les composés volatils des produits frais et des 

poissons congelés/décongelés dans un délai court et sur des produits extra frais pour 

permettre cette différenciation. Le travail sur des produits extra frais s’explique car dans la 

plupart des cas les poissons sont congelés très rapidement après la pêche et que lorsque la 

congélation, le stockage et la décongélation sont exécutés correctement, les propriétés 

sensorielles des poissons sont très similaires à celles d'échantillons frais, ce qui rend très 

difficile de déterminer si un poisson a déjà été congelé. 

La plupart des méthodes (enzymatiques, physiques, physiologiques et de spectroscopies) qui 

essayent de réaliser cette différenciation sont fastidieuses et longues. Dans ce travail, nous 

nous sommes intéressés aux composés volatils dans des produits extra frais et dans des 

produits congelés à -20°C pendant un et trois mois. La décongélation a été réalisée à 4°C 

durant la nuit la veille du jour de l’analyse. A ces trois stades (frais, congelé 1 mois et 3 

mois), les composés volatils ont été étudiés par HS-SPME-GC-MS dans des poissons entiers 

avec le bar commun et la dorade royale et dans des produits mis en filets avec le cabillaud et 

le saumon. Pour compléter cette étude, des analyses microbiologiques avec le 

dénombrement de la flore totale et de deux bactéries d’altération (Shewanella putrefaciens 

et Pseudomonas spp) et l’analyse des amines volatils (Azote Basique Volatil Total et 

TriMéthylAmine) ont été réalisées. Ces analyses complémentaires ont montré que la 

congélation, le stockage et la décongélation des produits ont été exécutés correctement car 

nous ne constatons pas d’évolution de la flore totale et de la flore d’altération ainsi que 

l’ABVT et TMA pour les poissons congelés jusqu’à 3 mois par rapport aux produits frais. 

Même si nous ne l’avons pas mis en évidence dans cet article, au cours des jours d’analyse 

nous avons constaté que les propriétés sensorielles des poissons frais et des poissons 

congelés/décongelés étaient similaires, ce qui renforce les bonnes conditions de 

congélation, stockage et décongélation. 
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L’analyse des profils volatils par HS-SPME-GC-MS des poissons frais et des produits 

congelés/décongelés a permis de mettre en évidence une certaine évolution des composés 

volatils de la même façon qu’au cours des suivis d’altération des poissons frais. Il est 

important de noter qu’il n’y a pas d’apparition de nouveaux composés volatils au cours 

d’une congélation. Les composés identifiés sont similaires aux composés définis pendant les 

travaux de suivis d’altération. Seules leurs concentrations sont différentes. Pour les quatre 

espèces, une analyse descriptive (ACP et CAH) a été réalisée pour mettre en évidence 

différentes classes et leurs variables qui les caractérisent. Cette analyse a permis une bonne 

différenciation des poissons frais, des poissons congelés pendant 1 mois et des produits 

congelés pendant 3 mois. Quatre composés volatils communs aux espèces, qui caractérisent 

les différentes classes, ont été mis en évidence : le diméthyl-sulfide, le 3-méthyl-butanal, 

l’éthyl acétate et le 2-méthyl-butanal. Ces 4 composés qui ont été définis comme des 

marqueurs d’altération au cours des précédents travaux sur le poisson frais sont considérés 

comme de potentiels marqueurs de différenciation entre un produit frais et un produit ayant 

subi une congélation. La quantité de ces 4 composés dans un produit congelé un mois est 

supérieure à un poisson frais très altéré qui a été stocké plus de 15 jours. La méthode HS-

SPME-GC-MS peut être une potentielle technique de différenciation entre des produits frais 

et des produits congelés. Il reste cependant des travaux de quantification de ces marqueurs 

et de validation de méthode pour tirer des conclusions mais ces travaux semblent 

prometteurs. 
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ABSTRACT 
 

BACKGROUND: 

A simple method, based on solid-phase microextraction/gas chromatography-mass spectrometry (SPME-

GC-MS), was developed for studying the volatile profiles of whole fish samples of European sea bass 

(Dicentrarchus labrax) and gilthead seabream (Sparus aurata), and fillets of cod (Gadus morhua) and 

salmon (Salmo salar) during frozen storage in order to be able to differentiate a fresh product from one 

that has been frozen. 

Analysis of volatile compounds was performed on these two product types, fresh and after 

freezing/thawing following storage at -20°C for 30 and 90 days. 

 

RESULTS / CONCLUSION: 

More than a hundred volatile compounds were found by SPME-GC-MS. Statistical processing by 

principal component analysis (PCA) and ascending hierarchical classification (AHC) was used to classify 

the samples into categories and verify the possibility of separating fresh samples from those which had 

been frozen and thawed. The compounds to be used as differentiators were identified. Four compounds 

were common to both the whole products and the fillets: dimethyl sulfide, 3-methyl-butanal, ethyl acetate 

and 2-methyl-butanal. Not only were they found in larger quantities after thawing but they also increased 

with the length of storage at -20°C. These four compounds can therefore be considered as markers of 

differentiation between a fresh product and one that has been frozen.  

 

KEYWORDS: Volatile compounds; frozen-thawed fish; solid-phase microextraction; gas 

chromatography-mass spectrometry 

 

 

INTRODUCTION 

 
Differentiation of fresh fish from frozen-thawed fish is 

nowadays very important: 

- freezing is an effective means of storing fish 

and regulating stocks of fresh products by 

thawing according to demand, which enables 

suppliers to respond more readily to variations 

in consumer needs. A method is therefore 

needed to prevent fraudulent practices. 

- a method of characterising a thawed product is 

also essential for fish that are consumed raw 

(sushi, sashimi) and for which special 

regulations should apply: freezing at -20°C for 

at least 24 h for risk products (Regulations 

(EC) No. 178/2002, 853/2004 and 

2074/2005).  

If freezing, storage and thawing are performed correctly, it 

is difficult to use sensory properties to differentiate a fresh 

product from a frozen-thawed one
1
. It is therefore important 

to develop analytical methods for evaluating the freshness 

of a product in order to differentiate it from a thawed 

product.  

Several studies have been performed on the differentiation 

of fresh and frozen-thawed fish. Enzymatic (alpha-

glucosidase assays and hydroxyacyl-CoA dehydrogenase or 

HADH assays), physical (measuring electrical resistance 

through the use of a Torrymeter) and physiological methods 

have all been studied
2-6

. Methods have been performed 

using infrared and fluorescent spectroscopy
7
 and Vis/NIR 

spectroscopy
8-10

. Other methods based on examination of 

the crystalline lens of the eye
11

 have also been observed. 

However these methods are all tedious, time-consuming 

and cannot be applied to all species. 

Analysing volatile compounds from frozen then thawed 

fish, in order to differentiate it from fresh products, has not 

yet been fully exploited. Only one study has explored the 

volatile profile of gilthead seabream in correlation with 
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peroxides and thiobarbituric acid as indicators
12

. Volatile 

compounds have also been studied in order to characterise 

the freshness of fresh produce stored with ice 

(dimethylamine, trimethylamine (TMA), volatile acids and 

aldehydes were identified as degradation products in fish)
13-

15
. Since then, characterising the volatile profile of a 

product has become a useful tool for evaluating its 

organoleptic quality and can be used to guarantee the 

authenticity of foods. In fact, the volatile profile may be 

considered as a chemical fingerprint of the product: the 

nature and relative quantities of compounds in the volatile 

fraction are distinctive features of the product
16

. 

Solvent-free techniques, such as dynamic headspace (DH) 

and solid-phase microextraction (SPME) are widely used 

for extracting volatile compounds from different matrices, 

with the compounds in question generally being identified 

using gas chromatography and mass spectrometry (GC-

MS)
17, 18

.  

The aim of this work is to characterise the volatile 

compounds that could distinguish fresh fish from frozen-

thawed fish in a short timeframe and on very fresh 

products. 

 

EXPERIMENTAL 

 
Chemicals 
Ethyl acetate, (E)-2-heptenal, ethanol, 3-methyl-butanal, 2-

methyl-butanal, 1-penten-3-ol, 1-octen-3-ol, 1-heptanol, 

dimethyl-sulfide, carbon-disulfide, chloroform, 2-ethyl-

hexanol, 2-butenal, 2-methyl-furan, 2-methyl-propanal, 

benzene, benzeneacetaldehyde, butanal, pentanal, hexanal, 

octanal, heptanal, nonanal, benzaldehyde, 2-ethyl-furan, 

dodecanal, bromoform, butyrolactone, 2,3-butanedione, 

2,3-hexanedione, 2-ethyl-phenol, 3-pentanone, 2-ethyl-

cyclohexanone, 3-methyl-1-butanol, 1-hexanol, 2-methyl-

propanol, 1-butanol, 3-methyl-3-buten-1-ol, 1-pentanol, 

(Z)-2-penten-1-ol, alkanes C5-C12 came from Sigma-

Aldrich  (Saint Quentin Fallavier, France). 

Carboxen (CAR)/polydimethylsiloxane (PDMS) StableFlex 

SPME fibre (75 µm) came from Supelco (Bellefonte, PA, 

USA). Before first use, each SPME fibre was conditioned 

as recommended by the manufacturer. NaCl came from 

Oxoid Ltd (Basingstoke, UK) and Milli-Q water (high-

performance liquid chromatography water) from Fisher 

Scientific Labosi (Elancourt, France).  

 

Sample preparation 
European sea bass (Dicentrarchus labrax) and gilthead 

seabream (Sparus aurata) were obtained as whole fish from 

Aquanord (Gravelines, France). Cod (Gadus morhua) and 

salmon (Salmo salar) were obtained as fillets from Viviers 

Marins (Boulogne-sur-Mer, France). The different analyses 

of the flesh from these samples were performed 

immediately, then these products were stored in a vacuum 

at -20°C for 90 days. The day before analysis, samples were 

removed from the freezer and thawed overnight in a 

refrigerator at 4°C. On the day of analysis, the whole fish 

were filleted under sterile conditions. For the four species 

studied, some of the flesh was used for microbiological 

analyses and total volatile basic nitrogen/trimethylamine 

(TVBN/TMA) analyses, then the remainder was prepared 

in the same way as with previous studies
18

 for the analysis 

of volatile compounds by SPME-GC-MS.  

 

Enumeration of total aerobic flora, Pseudomonas 

spp and Shewanella putrefaciens 
Total aerobic flora was enumerated after incubation for 72 

hours at 30°C on Plate Count Agar (Oxoid) pH 7.0  0.2, 

which is recommended for the enumeration of aerobic 

mesophilic flora
19

. We used a 25 g sample diluted tenfold in 

buffered peptone water (Biomérieux, France).  

Pseudomonas spp was enumerated by the traditional plate 

counting method after incubation for 44 hours at 25°C on 

cephalothin - sodium fusidate - cetrimide (CFC) agar and 

having a positive reaction to oxidase
20

. 

Shewanella putrefaciens forming black colonies was 

enumerated by the traditional plate counting method after 

incubation for 48 hours at 25°C on Plate Count Agar – 

Hydrogen Sulfide (PCA-H2S). 

For each analyses, the value is an average from three 

samples. 

 

Total Volatile Basic Nitrogen (TVBN) – 

Trimethylamine (TMA) assay by steam distillation 
A mixture of 200 ml of a 7.5% aqueous trichloroacetic acid 

solution and 100 g of fish muscle was homogenised, 

centrifuged at 400 g for 5 min and filtered through filter 

paper. Steam distillation was performed using a Kjeldahl-

type distillation unit (Buchi, 320). Filtrate (25 ml) was 

loaded into the distillation tube followed by 6 ml of 10% 

NaOH. A beaker containing 10 ml of 4% boric acid and 

0.04 ml of methyl red and bromocresol green indicator was 

placed under the condenser for the titration of ammonia. 

Distillation was started and steam distillation continued 

until a final volume of 50 ml was obtained in the beaker (40 

ml of distillate). The boric acid solution turned green when 

alkalinised by the distilled TVBN which was titrated with 

aqueous 0.1 N sulphuric acid solution. Complete 

neutralisation was obtained when the solution turned pink 

on the addition of a further drop of sulphuric acid. If n is 

the number of millilitres of sulphuric acid added, the TVBN 

content is n x 16.8 mg of nitrogen per 100 g of fish. The 

value is an average from three samples. 

For TMA, sample preparation and operating conditions 

were the same as those used for TVBN. Only 20 ml of 

formaldehyde was added to filtrate (25 ml), and loaded into 

the distillation tube followed by 6 ml of 10% NaOH. 

 

SPME procedure 
In accordance with previous studies

18
, 11 mL of the 

aqueous phase from the supernatant of sample preparation 

was introduced into a hermetically sealed 20 mL vial. The 

vial was placed in the sample tray of a CombiPAL 

autosampler (CTC Analytics, Zwingen, Switzerland) and 

then transferred to the mixer, where it was heated to 50°C 

and mixed at 500 rpm for 10 min. After this equilibrium 

time the CAR/PDMS SPME fibre was inserted into the 

headspace of the sample and held there for 40 min at 50°C. 

The fibre was then removed from the headspace and 

inserted into the Merlin Microseal injector (250°C) of a gas 
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chromatograph (GC) equipped with an MS-QP2010+ mass 

spectrometer (MS) (Shimadzu, Kyoto, Japan) for 

desorption. For each day, six replicated measurements were 

performed. 

 

Gas chromatography-Mass spectrometry procedure 
The GC was equipped with an SLB-5ms capillary column 

(60m × 0.25mm × 0.25µm) (Supelco, Sigma Aldrich, 

France). The GC conditions were as follows: oven 

temperature set initially to 35°C (5 min hold), increased to 

100°C at 10°C min
-1

 then increased to 280°C at 20°C min
-1

 

and maintained at 280°C for 5 min; the splitless mode was 

used for injection, with a purge time of 2 min. The fibre 

was maintained in the injection port for 1 min. The electron 

impact MS conditions were as follows: temperature of 

interface, 280°C; ionisation voltage, 70 eV; mass range, 

m/z 33-200. After each injection the fibre was heated to 

300°C for 10 min in the SPME fibre conditioner. Volatile 

compounds were identified using mass spectral databases 

(National Institute of Standards and Technology (NIST) 

2008), relative retention indices
21

, Linear Retention Index 

(LRI) and chemical standards. The peak area of the 

tentatively identified compounds was integrated from the 

specific ion for each of the molecules to avoid co-elution 

problems. 

 

Statistical Analysis 
The statistical analysis was performed to propose a 

grouping of the analysed fish samples and identify the 

volatile compounds that characterise their categories. To do 

this, we used SPAD 7 software (SPAD, Paris, France) to 

select a set of relevant volatile compounds via the first two 

trends in a principal component analysis (PCA). We then 

performed an ascending hierarchical classification (AHC) 

of the first two factors. The categories were then analysed 

in relation to the selected volatile compounds. The 

statistical analysis was performed in the same way as for 

the work by Duflos et al., 2010
18

. 

 

RESULTS AND DISCUSSION 
 

Total Volatile Basic Nitrogen (TVBN) + 

Trimethylamine (TMA) + microbiological analyses  
All the results listed in Table 1 for these four species show, 

using total flora, spoilage flora and TVBN-TMA, that all 

the fresh products (D0) were of good quality and the frozen 

products were frozen-thawed under good conditions. This is 

supported by the fact that there was no significant increase 

in total flora, alteration flora and TVBN-TMA between the 

products frozen-thawed at D30 and D90 and the fresh 

products. A fish is considered as acceptable if it has a value 

<25 for TVBN
22, 23

, and considered as satisfactory with a 

value <50000 CFU/g for total flora
24

. All the samples tested 

were therefore of good quality. This ensures that any 

observations reflected the freezing and not a change in 

quality. 
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Table 1: Microbiological and TVBN-TMA analyses 

Species 

studied 

Days 

storage 

at -20°C 

No. 

Microbiological analyses TVBN-TMA analyses 

Total flora Pseudomonas spp Shewanella putrefaciens TVBN TMA 

(CFU/g) (log) (mean) (CFU/g) (log) (mean) (CFU/g) (log) (mean) Values (mean) Values (mean) 

S
E

A
 B

A
S

S
 

0 

1 100 2.000 

2.201 

100 2.000 

2.000 

100 2.000 

2.000 

23 

22.000 

0 

0.000 2 100 2.000 100 2.000 100 2.000 20 0 

3 400 2.602 100 2.000 100 2.000 23 0 

30 

1 100 2.000 

2.000 

100 2.000 

2.000 

100 2.000 

2.000 

24 

21.333 

0 

0.000 2 100 2.000 100 2.000 100 2.000 20 0 

3 100 2.000 100 2.000 100 2.000 20 0 

90 

1 1200 3.079 

2.923 

600 2.778 

2.519 

100 2.000 

2.000 

21 

23.333 

0 

0.000 2 700 2.845 600 2.778 100 2.000 25 0 

3 700 2.845 100 2.000 100 2.000 24 0 

S
E

A
B

R
E

A
M

 

0 

1 400 2.602 

2.401 

100 2.000 

2.000 

100 2.000 

2.000 

19 

18.667 

0 

0.000 2 400 2.602 100 2.000 100 2.000 19 0 

3 100 2.000 100 2.000 100 2.000 18 0 

30 

1 100 2.000 

2.100 

100 2.000 

2.000 

100 2.000 

2.000 

19 

19.000 

0 

0.000 2 200 2.301 100 2.000 100 2.000 19 0 

3 100 2.000 100 2.000 100 2.000 19 0 

90 

1 100 2.000 

2.201 

100 2.000 

2.000 

100 2.000 

2.000 

19 

19.000 

0 

0.000 2 100 2.000 100 2.000 100 2.000 19 0 

3 400 2.602 100 2.000 100 2.000 19 0 

C
O

D
 

0 

1 32000 4.505 

4.466 

5000 3.699 

3.593 

1000 3.000 

2.867 

16 

16.867 

3 

3.867 2 41000 4.613 12000 4.079 400 2.602 17 5 

3 19000 4.279 1000 3.000 1000 3.000 18 3 

30 

1 91000 4.959 

4.685 

12000 4.079 

3.939 

100 2.000 

2.000 

17 

18.667 

2 

2.000 2 29000 4.462 6200 3.792 100 2.000 19 1 

3 43000 4.633 8800 3.944 100 2.000 20 3 

90 

1 27000 4.431 

4.572 

4000 3.602 

3.668 

100 2.000 

2.000 

21 

20.333 

7 

4.000 2 28000 4.447 4500 3.653 100 2.000 19 3 

3 69000 4.839 5600 3.748 100 2.000 21 2 

S
A

L
M

O
N

  

0 

1 16000 4.204 

3.984 

3700 3.568 

3.576 

200 2.301 

2.301 

17 

16.667 

0 

0.000 2 7000 3.845 3200 3.505 100 2.000 16 0 

3 8000 3.903 4500 3.653 400 2.602 17 0 

30 

1 600 2.778 

3.001 

400 2.602 

2.800 

100 2.000 

2.000 

18 

18.000 

2 

1.667 2 1400 3.146 900 2.954 100 2.000 17 1 

3 1200 3.079 700 2.845 100 2.000 19 2 

90 

1 5600 3.748 

3.755 

400 2.602 

2.602 

100 2.000 

2.000 

19 

17.667 

1 

0.333 2 6100 3.785 400 2.602 100 2.000 17 0 

3 5400 3.732 400 2.602 100 2.000 17 0 
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Identification of volatiles in European sea bass 

(Dicentrarchus labrax) and gilthead seabream (Sparus 

aurata), cod (Gadus morhua) and salmon (Salmo 

salar). 
The analysis by SPME-GC-MS of the salmon and cod fillets 

and of the flesh of the whole fish (sea bass and gilthead 

seabream), at different stages of freezing/thawing (D0 = fresh; 

D30 = products frozen for 1 month; D90 = products frozen for 

3 months), identified 101 volatile compounds classified by 

their chemical functions (Table 2). These compounds were 

aldehydes (23), alcohols (12), ketones (17), esters (4), furans 

(6), alkanes (9), terpenes (2), benzenes (10), chlorines (2), 

sulfurs (3) and 13 unclassified compounds that are all found in 

the four species studied at different stages of analysis. 

Most volatile compounds in fish are generated by enzyme 

reactions, oxidation processes and microbial action
25

. 

According to earlier results, the action of microorganisms is 

negligible at negative temperatures (-20°C), so we did not 

expect the volatile compounds formed by this activity to be 

found in our study. However, freezing cannot prevent the 

oxidation of lipids
12

 and thus leads to the formation of 

volatiles resulting from the degradation of polyunsaturated 

fatty acids (PUFAs).  

It is important to note that there are no volatile compounds in 

a frozen-thawed fish that were not already present in the fresh 

fish. Only an observed difference in quantity between the 

compounds during storage will differentiate fresh fish from 

frozen-thawed fish. This differentiation is mainly correlated to 

the oxidation of lipids
12

. 

 
Table 2: Volatile compounds identified by SPME-GC-MS in gilthead 

seabream, European sea bass, cod and salmon fish samples 

 

Compounds Name
a
 LRI

b
 

Specific 

ion
c
 

Identificatio

n
d
 

Alcohols      

Ethanol d <500 45 MS, LRI, Std 

2-methyl-1-

propanol 
u 629 74 MS, LRI, Std 

1-butanol db 664 56 MS, LRI, Std 

1-penten-3-ol  aa 682 57 MS, LRI, Std 

3-methyl-3-

buten-1-ol  
ah 728 56 MS, LRI, Std 

3-methyl-1-

butanol 
ai 734 70 MS, LRI, Std 

1-pentanol an 763 70 MS, LRI, Std 

(Z)-2-penten-1-

ol 
ao 765 68 MS, LRI, Std 

1-hexanol av 869 56 MS, LRI, Std 

1-heptanol bm 972 70 MS, LRI, Std 

1-octen-3-ol bo 981 85 MS, LRI, Std 

2-ethyl-1-

hexanol 
bv 1031 57 MS, LRI, Std 

     

Aldehydes      

Acetaldehyde c <500 43 MS, LRI 

Propanal f <500 58 MS, LRI, Std 

2-methyl-

propanal 
m 554 41 MS, LRI, Std 

Butanal o 596 44 MS, LRI, Std 

2-butenal v 649 70 MS, LRI, Std 

3-methyl-

butanal 
w 653 58 MS, LRI, Std 

2-methyl- 

butanal 
y 663 57 MS, LRI, Std 

Pentanal ad 696 58 MS, LRI, Std 

(E)-2-pentenal  al 750 83 MS, LRI 

Hexanal ar 789 44 MS, LRI, Std 

(E)-2-Hexenal at 851 83 MS, LRI 

(Z)-4-heptenal bc 898 84 MS, LRI 

Heptanal bd 900 70 MS, LRI, Std 

2,4-hexadienal be 910 81 MS, LRI 

(E)-2-heptenal bk 961 41 MS, LRI, Std 

Benzaldehyde bl 969 106 MS, LRI, Std 

2,4-heptadienal br 1000 81 MS, LRI 

Octanal bs 1002 84 MS, LRI, Std 

(E,E)-2,4-

heptadienal 
bu 1015 81 MS, LRI 

(E)-2-octenal dc 1062 70 MS, LRI 

(E)-2-nonanal dd 1165 57 MS, LRI 

Nonanal ck 1108 82 MS, LRI, Std 

Decanal cv 1210 82 MS, LRI, Std 

     

Ketones      

2,3-

butanedione 
n 589 86 MS, LRI, Std 

2-butanone p 600 57 MS, LRI 

2-pentanone ab 684 43 MS, LRI 

3-pentanone ac  694 100 MS, LRI, Std 

2,3-

hexanedione 
ap 776 71 MS, LRI, Std 

2-hexanone  aq 780 43 MS, LRI 

3-heptanone ay 884 57 MS, LRI 

2-heptanone az 888 58 MS, LRI 

6-methyl-2-

heptanone 
bj 956 43 MS, LRI 

2,3-

octanedione 
bp 983 43 MS, LRI 

2-ethyl-

cyclohexanone 
by 1050 83 MS, LRI, Std 

(E,E)-3,5-

octadien-2-one 
cc 1075 95 MS, LRI 

Acetophenone cd 1078 105 MS, LRI 

3-nonanone cf 1088 113 MS, LRI 

2-nonanone cg 1093 58 MS, LRI 

3,5-octadien-2-

one 
ci 1099 95 MS, LRI 

2-hydroxy-

acetophenone  
cs 1180 121 MS, LRI 

     

Esters     

acetic-acid, 

methyl-ester 
i 523 43 MS, LRI 

ethyl acetate s 613 70 MS, LRI, Std 

butanoic acid, 

methyl ester 
ag 724 74 MS, LRI 

octanoic acid, 

ethyl ester 
ct 1194 83 MS, LRI 

     



138 

 

 

Furans 
    

3-methyl-furan q 603 82 MS, LRI 

2-methyl-furan r 611 82 MS, LRI, Std 

2-ethyl-furan ae 697 81 MS, LRI, Std 

2-pentyl-furan bq 991 81 MS, LRI 

Benzofuran bt 1005 118 MS, LRI 

2,3-dihydro-

benzofuran 
cp 1161 120 MS, LRI 

     

Alkanes     

2-methyl-

butane 
e <500 42 MS, LRI 

Pentane g 500 43 MS, LRI, Std 

Hexane cw 600 57 MS, LRI, Std 

Heptane cx 700 43 MS, LRI, Std 

Octane cy 800 43 MS, LRI, Std 

Nonane cz 900 43 MS, LRI, Std 

Decane da 1000 57 MS, LRI, Std 

Undecane cj 1100 71 MS, LRI, Std 

Dodecane cu 1200 57 MS, LRI, Std 

     

Terpenes      

alpha-pinene bg 940 93 MS, LRI 

Limonene bw 1037 68 MS, LRI 

     

Benzene 

compounds  
    

Benzene x 656 78 MS, LRI, Std 

Toluene am 760 91 MS, LRI 

Ethylbenzene au 860 91 MS, LRI 

m-xylene aw 869 91 MS, LRI 

Styrene ba 892 104 MS, LRI 

1-chloro-2-

ethyl-benzene 
bx 1046 125 MS, LRI 

Benzeneacetald

ehyde 
bz 1054 91 MS, LRI, Std 

1-chloro-3-

ethyl-benzene 
cb 1066 125 MS, LRI 

1,2,4,5-

tetramethyl-

benzene 

cm 1134 119 MS, LRI 

2,4-dimethyl-

benzaldehyde 
cr 1174 83 MS, LRI 

     

Chlorine 

compounds  
    

methylene 

chloride 
j 528 84 MS, LRI 

Chloroform t 622 83 MS, LRI, Std 

     

Sulfur 

compounds  
    

carbonyl 

sulfide 
b <500 60 MS, LRI 

dimethyl 

sulfide 
h 516 62 MS, LRI, Std 

carbon 

disulfide 
k 533 76 MS, LRI, Std 

 

 
    

Unclassified 

compounds 
    

Unidentified af 698 59 MS, LRI 

Unidentified aj 740 45 MS, LRI 

Unidentified ak 748 70 MS, LRI 

Unidentified ax 875 45 MS, LRI 

methane, 

tribromo 
bb 894 173 MS, LRI, Std 

Butyrolactone bf 914 42 MS, LRI, Std 

Unidentified bh 942 193 MS, LRI 

Unidentified bi 953 55 MS, LRI 

Unidentified bn 974 281 MS, LRI 

Unidentified ca 1058 57 MS, LRI 

2-methoxy-

phenol 
ch 1095 81 MS, LRI 

2-ethyl-phenol cn 1144 107 MS, LRI, Std 

Unidentified co 1148 70 MS, LRI 
a Coding compounds for statistical anal 
b Linear retention index on a SLB-5ms capillary column. 
c  MS mass fragment which area integrated 
d Identification: MS by comparison with NIST mass spectrum, LRI by 

linear retention index and Std by injection of pure standards. 

 

 

Classification, description and interpretation of fish 

using PCA and AHC 
The results from the sea bass and gilthead seabream (whole 

fish) were analysed separately from the salmon and cod 

(fillets) to verify whether there was any difference between 

fillets and whole fish products during storage. Statistical 

analysis was performed with the same logical approach as in 

the work by Duflos et al., 2010
18

. The principal component 

analysis (PCA) selected the first two factors, and was 

followed by an ascending hierarchical classification (AHC) 

and a description of the classes by selecting the main volatile 

compounds representing 80% of the first two axes. This 

demonstrated a significant difference between fresh products 

and those that were frozen-thawed (Figures 1a and 1b).  

 

 
Figure 1a: PCA and ACH for salmon (SAL) and cod (COD) 
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Figure 1b: PCA and ACH for sea bass (BAS) and gilthead seabream 

(BRE) 

The creation of classes enabled us to identify the volatile 

compounds that were most representative of a fresh product 

and a frozen-thawed one (Tables 3a and 3b). Figures 1a and 

1b show, either for sea bass and gilthead seabream, or for 

salmon and cod, the formation of three classes corresponding 

to fresh fish (class 1/3), fish frozen for 1 month (class 2/3) and 

fish frozen for 3 months (class 3/3).  

For sea bass and gilthead seabream, class 1/3, corresponding 

to fresh fish, was characterised by ae, x, an, av, ao, ci, r, cu, 

ag, cd, ct, cv, u, cq and co, which had a significant and strong 

presence and bp, bd, aq, bs, br, cc, ck, s, h, t, cg, au, y, w, by, 

bz, cr and cf, which were significantly absent. Class 2/3, 

which contained fish frozen for 30 days, was characterised by 

the significant presence of bp, aq, ap, bc, br, t, cc, aw, au, bz, 

by and cf and the absence of f, k, g, v, i, m, d, n, s, cd, cu, ct, 

cv, j, cq, co, cr and e. Class 3/3, which contained fish frozen 

for 90 days, was characterised by the significant presence of 

the following compounds: f, k, g, bd, d, v, i, m, bs, s, h, ck, n, 

y, w, cg, j, bw, cr, e and ai together with the absence of the 

compounds ae, x, an, aq, ci, ao, cc, bo, r, aw, t, bv, cu, av, ct, 

cv, co, u and cf. By selecting only the volatile compounds that 

represented one class and that were not found in the other 

classes, we were able to differentiate between fresh and 

frozen-thawed products and to regard these substances as 

potential differentiation markers between fresh fish and 

frozen-thawed fish. For sea bass and gilthead seabream, 

ethanol (d), dimethyl-sulfide (h), methyl acetate (i), 2-methyl-

propanal (m), 2,3-butanedione (n), butanal (o), ethyl acetate 

(s), 3-methyl-butanal (w), 2-methyl-butanal (y), 1-penten-3-ol 

(aa), 2-pentanone (ab), 1-octen-3-ol (ao), heptanal (bd), 

octanal (bs), limonene (bw), 2-nonanone (cg), nonanal (ck), 

2,3-dihydro-benzofuran (cp), 2-hydroxy-acetophenone (cs), 

octanoic-acid-ethyl-ester (ct) and decanal (cv) are therefore 

potential differentiation markers between fresh sea bass and 

gilthead seabream and their frozen-thawed equivalents. 

Similarly, for cod and salmon, ethanol (d), dimethyl-sulfide 

(h), 2-methyl-propanal (m), butanal (o), 2-butanone (p), ethyl 

acetate (s), chloroform (t), 3-methyl-butanal (w), 2-methyl-

butanal (y), 1-penten-3-ol (aa), 2-pentanone (ab), 3-methyl-1-

butanol (ai), 1-octen-3-ol (ao), benzofuran (bt), 2,3-dihydro-

benzofuran (cp), 2-hydroxy-acetophenone (cs), octanoic-acid-

ethyl-ester (ct) and decanal (cv) can be considered as potential 

differentiation markers between a fresh and a frozen-thawed 

product. 

 
Table 3a: Characterisation of categories by volatile compounds after 

PCA and AHC 

Category Distance 

to the 

centre of 

the 

category 

Name* Highly 

significant 

average 

presence 

Highly 

significant 

average 

absence 

 1/3   0.75963 SAL1'D0 cs, cp, cv, 

bt 

aa, ab, o, 

p, an, bm, 

av, s, t, 

ak, y, w 

0.76946 SAL1D0   ai 

2.51692 COD1D0    

3.41491 COD2'D0     

4.50916 COD2D0     

4.89730 SAL2D0    

5.41782 COD3D0     

5.56782 SAL2'D0     

5.93818 COD1'D0     

13.14680 COD3'D0     

 2/3   0.17181 SAL1D30 ae, bp, bd, 

ac, ad, ab, 

bs, al, bu, 

bm, bl, o, 

ck, bc, br, 

ci, cc, bo, 

v, an, cs, 

av, at, bq, 

ao, q, bj, 

bk, bi, cb, 

az, ap, be, 

cj, ak, cd, 

ay, ct, cr, 

by, cm, bx, 

cf 

u 

0.49893 SAL1'D30     

1.08696 SAL2'D30     

1.47907 SAL3'D30    

2.25795 SAL3D30     

2.41916 COD2D30     

4.80547 SAL2D30     

8.91879 COD2'D30     
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 3/3   0.61420 COD3D90 ab, p, s, w, 

y, t, u 

ai, d, m 

ae, bp, bd, 

al, bl, bs, 

v, bm, bu, 

bc, ao, q, 

bo, br, cs, 

at, ck, av, 

ci, bk, cc, 

bj, cb, cj, 

az, bi, bq, 

cd, ay, be, 

bz, by, cu, 

ct, bt, cm, 

bx, cr, cv, 

cf, cp 

0.69514 COD2'D90     

0.87924 COD2D90    

3.23797 SAL1D90     

4.18102 SAL2D90    

4.26779 SAL1'D90     

8.52743 SAL2'D90     

25.98120 COD3'D90     

39.52700 SAL3D90     

44.54930 SAL3'D90     

* SAL and COD = salmon and cod / x and x’ = replicated measurements / 

Dx = number days of freezing 

 

 
Table 3b: Characterisation of categories by volatile compounds after 

PCA and AHC 

Category Distance 

to the 

centre of 

the 

category 

Name* Highly 

significant 

average 

presence 

Highly 

significant 

average 

absence 

 1/3   0.09786 BRE2D0 ae, x, an, 

av, ao, ci, 

r, cu, ag, 

cd, ct, cv, 

u, cq, co 

bp, bd, aq, 

bs, br, cc, 

ck, s, h, t, 

cg, au, y, 

w, by, bz, 

cr, cf 

0.54256 BRE1D0     

1.73729 BAS2D0    

1.92866 BAS3'D0     

2.81173 BAS3D0     

4.52450 BAS2'D0     

7.79749 BAS1D0     

10.09180 BRE1'D0     

16.56140 BRE2'D0     

 2/3   0.08860 BRE2D30 bp, aq, ap, 

bc, br, t, 

cc, aw, au, 

bz, by, cf  

f, k, g, v, 

i, m, d, n, 

s, cd, cu, 

ct, cv, j, 

cq, co, cr, 

e  

0.23263 BRE2'D30     

0.26819 BAS2'D30    

0.50317 BRE3'D30     

0.63827 BAS1'D30     

1.02738 BRE1'D30     

1.18916 BRE3D30     

1.86569 BAS3D30     

2.17915 BRE1D30     

2.31612 BAS3'D30     

 3/3   0.70702 BRE3'D90 f, k, g , 

bd, d, v, i, 

m, bs, s, 

h, ck, n, y, 

w, cg, j, 

bw, cr, e, 

ai 

ae, x, an, 

aq, ci, ao, 

cc, bo, r, 

aw, t, bv, 

cu, av, ct, 

cv, co, u, 

cf 

1.72485 BAS3D90     

1.88185 BAS3'D90    

1.93611 BRE1D90     

3.38489 BRE3D90     

4.17953 BAS2D90    

4.31463 BAS1D90     

4.51997 BAS2'D90     

5.13858 BRE1'D90     

7.11310 
BAS1'D90 

    
* BRE and BAS = seabream and sea bass / x and x’ = replicated 

measurements / Dx = number days of freezing 

 

Evolution of volatiles during frozen storage 
According to the statistical analyses, the compounds selected 

as potential differentiation markers between fresh and frozen-

thawed products did not evolve in quantity in the same way 

for all species. By selecting only the markers that were 

common to the four species studied and which increased in the 

same way in terms of quantity, we found that only the 

dimethyl-sulfide (h), ethyl acetate (s), 3-methyl-butanal (w) 

and 2-methyl-butanal (y) appeared as good differentiation 

markers. The evolution of these four compounds over time is 

shown in Figures 2a, 2b, 2c, 2d. We found that caution is 

needed when comparing fresh and frozen products because 

even if the changes are significant, the starting point may 

differ depending on product quality. We noted nevertheless a 

clear species-by-species differentiation between fresh and 

frozen-thawed products using these four volatile compounds. 
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Figure 2: Evolution of potential differentiation markers between fresh 

fish and frozen-thawed fish stored for 90 days for sea bass, gilthead 

seabream, salmon and cod. 

CONCLUSIONS 

 
SPME-GC-MS proved to be a useful tool for evaluating the 

effect of freezing on the volatile compounds of different fish: 

cod, salmon, European sea bass and gilthead seabream. 

Comparison of changes in volatile profiles during a short 

freezing period identified the volatile compounds dimethyl-

sulfide, 3-methyl-butanal, ethyl acetate and 2-methyl-butanal, 

which can be used as differentiation indicators between 

samples, whole or filleted, of fresh and frozen-thawed fish. 

 

Abbreviations and nomenclature 
SPME-GC-MS: Solid Phase MicroExtraction - Gas 

Chromatography - Mass Spectrometry 

TVBN: Total Volatile Basic Nitrogen 

TMA: TriMethylAmine 

PCA: Principal Component Analysis 

HAC: Ascending Hierarchical Classification  
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Les résultats de cette étude montrent que notre méthode HS-SPME-GC-MS qui caractérisent 

les composés volatils du poisson est une méthode potentielle pour différencier un poisson 

cru frais d’un poisson cru ayant subi des étapes de congélation / décongélation.  

 

L’éthyl-acétate, le 3-méthyl-butanal, le diméthyl-sulfide et le 2-méthyl-butanal semblent 

être de bons marqueurs de congélation pour des poissons ayant une congélation supérieure 

à 1 mois. Ces 4 composés volatils qui sont des marqueurs d’altération du poisson ont une 

quantité supérieure dans des produits ayant subi une congélation / décongélation que dans 

des poissons très altérés. 

 

Des analyses complémentaires de quantification de ces 4 composés sont nécessaires pour 

valider cette méthode de différenciation entre un produit cru frais et un poisson congelé / 

décongelé. Nous pouvons donner l’exemple des filets de cabillaud qui font l’objet de 

pratiques frauduleuses car ces produits qui sont vendus le plus souvent à l’état frais peuvent 

avoir subis une congélation décongélation.   
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Synthèse article 5 : L’objectif d’IFREMER est de pouvoir proposer des flores qui permettent 

de préserver la qualité des produits de la mer. Cette flore bioprotectrice doit faire diminuer 

la quantité de la flore d’altération naturellement présente sans perturber les qualités 

sensorielles des produits.  

L’objectif de ces travaux est d’étudier les interactions possibles entre la souche 

bioprotectrice L. piscium CNCM I–4031 et B. thermosphacta l’une des bactéries altérantes 

majeures de la crevette cuite. 

Dans cette étude, l’application de notre méthode HS-SPME-GC-MS a permis de différencier à 

l’aide des composés volatils des produits inoculés dans plusieurs conditions et de mettre en 

évidence des différences significatives lors de la bioconservation des crevettes cuites 

tropicales par l’inoculation de L. piscium. 

Dans cet article, L. piscium a confirmé son pouvoir inhibiteur envers B. thermosphacta en 

l’inhibant de 4 log UFC/g, l’inhibition étant maintenue pendant 31 jours de stockage. Les 

résultats issus de l’analyse sensorielle confirment le caractère altérant de B. thermosphacta, 

qui arrive à altérer le produit après 11 jours d’incubation à 8°C avec une émission de forte 

odeur de beurre caramel pouvant être liée à la production des molécules suivantes : 2,3 

butanedione, cyclopentanol, 3-méthylbutanol, 3-méthylbutanal, 2-méthylbutanal, 4-méthyl-

3chloro-3-pentanol, et éthanol. Ce caractère altérant est noté lorsque la population de B. 

thermosphacta atteint 8 Log UFC/ml. Ces composés volatils sont donc des marqueurs 

potentiels d’altération de la crevette.  

Par ailleurs, lorsque B. thermosphacta est co-inoculée avec L. piscium, elle n’atteint pas un 

niveau de population lui permettant d’altérer le produit, il en résulte une amélioration de la 

qualité organoleptique des crevettes, une inhibition de la production des composés 

d’altération (cyclopentanol, 3-méthylbutanol, 4-méthyl-3-chloro-3-pentanol et 3-

méthylbutanal mis en évidence par HS-SPME-GC-MS) et une extension de leur durée de 

conservation. Quand au lot inoculé avec L. piscium en culture pure (témoin), il a été déclaré 

non altéré par le jury durant les 31 jours d’incubation. La bioconservation est donc un moyen 

efficace de conservation des crevettes cuites tropicales et notre méthode HS-SPME-GC-MS 

est une bonne technique descriptive de différenciation de produits de la pêche. 
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Dans cette étude, l’application de notre méthode HS-SPME-GC-MS permet de bien 

différencier des produits inoculés par différents micro-organismes à l’aide des composés 

volatils et de mettre en évidence la bioconservation des crevettes cuites tropicales avec 

l’aide de l’inoculation de L. piscium.  

Il a été démontré que L. piscium a un  pouvoir inhibiteur envers B. thermosphacta. Les 

résultats issus de l’analyse sensorielle confirment le caractère altérant de B. thermosphacta, 

qui arrive à altérer le produit avec une émission de forte odeur de beurre caramel pouvant 

être liée à la production des molécules suivantes identifiés par HS-SPME-GC-MS : 2,3 

butanedione, cyclopentanol, 3-méthylbutanol, 3-méthylbutanal, 2-méthylbutanal, 4-méthyl-

3-chloro-3-pentanol, et éthanol. Ces composés volatils sont donc des marqueurs potentiels 

d’altération de la crevette.  

Par ailleurs, lorsque B. thermosphacta est co-inoculée avec L. piscium, elle n’atteint pas un 

niveau de population lui permettant d’altérer le produit, il en résulte une amélioration de la 

qualité organoleptique des crevettes, une inhibition de la production des composés 

d’altération (cyclopentanol, 3-méthylbutanol, 4-méthyl-3-chloro-3-pentanol et 3-

méthylbutanal mis en évidence par HS-SPME-GC-MS) et une extension de leur durée de 

conservation.  

 

La bioconservation est donc un moyen efficace de conservation des crevettes cuites 

tropicales et notre méthode HS-SPME-GC-MS est une bonne technique descriptive de 

différenciation de produits de la pêche. 
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Conclusions & Perspectives 

 

Les travaux de cette thèse avaient pour objectif de mettre en place une méthode utilisant la 

HS-SPME-GC-MS, capable de caractériser les composés volatils de la chair du poisson afin 

d’identifier des marqueurs de qualité (fraicheur et altération) pour aboutir à une proposition 

de modèle qui prédit un indice de fraicheur. 

 

Les premiers résultats (méthode HS-SPME-GC-MS) obtenus sur la chair de différents 

poissons sauvages (merlan, maquereau, limande sole, grande vive) avec plusieurs suivis de 

conservation ont permis d’identifier à l’aide d’une analyse statistique multidimensionnelle 

une soixantaine de composés volatils. L’article 1 sur le merlan a montré que parmi 

l’ensemble des composés volatils identifiés, 39 semblent avoir un rôle de marqueurs 

potentiels  de qualité : le propanal, l'hexanal, le 1-penten-3-ol, le pentanal, le 2,3-

pentanedione, le 1-penten-3-one, l’heptanal, le (E)-2-pentenal, le 2,3-octanedione, le (Z)-2-

penten-1-ol, le 1-octen-3-ol, le 1-pentanol, le butanal, l’octanal, le 3,5,5-triméthyl-2-hexene, 

le 1-hexanol, le 4,4-diméthyl-1,3-dioxane, le  méthanethiol, le 1-heptanol, le (E)-2-hexenal, le 

2-éthyl-1-hexanol, le  nonanal, le (E,E)-2,4-heptadiénal, le benzaldéhyde, le 3,5-octadien-2-

one, l’éthanol, le 3-méthyl-1-butanol, le 3-méthyl-butanal, le 2-méthyl-1-butanol, le 2-

méthyl-1-propanol, le 2,3-butanedione, l’éthylacétate, le limonène, le méthylène chloride, le 

(Z)-4-heptenal, l’heptane, le 2,4-heptadiénal, le 2-hexanone et le 2-éthylfurane. Ces résultats 

de la chair du merlan se vérifient sur les 3 autres espèces. La plupart de ces composés 

volatils (aldéhydes, alcools et cétones) proviennent principalement de l’oxydation des lipides 

et de la dégradation microbienne.  

Ces premiers résultats ont montré la difficulté d’avoir un marqueur unique pouvant servir de 

référence à la qualité du poisson en général. Il faut considérer un ensemble de composés 

volatils aromatiques pouvant être des marqueurs associés soit à la fraicheur soit à 

l’altération. 

Ensuite, après l’adaptation sur un nouveau matériel et l’optimisation de la méthode HS-

SPME-GC-MS, plus d’une centaine de composés volatils, présents à tous les jours d’analyse 

et pour toutes les espèces, ont pu être identifiés. 
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Parallèlement, nous nous sommes intéressés plus particulièrement à l’odeur spécifique des 

composés volatils de la chair du bar commun par DH-GC-MS/8O et DH-GC-GC-MS/O (article 

2). Au total 144 composés volatils ont été détectés. Cette technique d’extraction « purge and 

trap » a permis d’extraire un plus grand nombre de composés volatils que la technique « HS-

SPME-GC-MS » mais la plupart des composés identifiés sont communs aux deux techniques. 

Le méthane-thiobis, le thiophène, le toluène coélué avec l’acide butanoique éthyl ester, 

l’hexanal, le 1-hexanol, le 1-octen-3-one, le 1-octen-3-ol, le diméthyl-trisulfide, l’octanal, le 

1-nonen-3-ol, le (E)-2-nonenal et 2 composés non identifiés ont une odeur significative de la 

chair du bar commun. Une analyse de variance (ANOVA) des aromagrammes obtenus en DH-

GC-MS/8O a été réalisée. En prenant comme variable « la durée de stockage » cette ANOVA 

a permis de mettre en évidence le thiophène (note de végétaux cuits, d’ail), l’hexanal (note 

de pomme verte, fruitée), le 1-octen-3-one (note de champignon), le diméthyl-trisulfide 

(note soufrée) et le 1-nonen-3-ol (odeur de champignon) comme des marqueurs de qualité 

odorants du bar. Mis à part l’hexanal, ces composés volatils odorants sont intéressants dans 

notre recherche de marqueurs de qualité du poisson au niveau de l’analyse olfactive. Il est 

important de souligner que ces composés qui ont un seuil de perception bas sont mis en 

évidence principalement par l’analyse en olfactométrie alors qu’en spectrométrie de masse 

ils apparaissent en faible quantité et sont donc difficiles à utiliser. Par contre ces travaux ont 

montré que le méthane-thiobis, l’hexanal, le 1-hexanol, l’octanal et le (E)-2-nonenal qui ont 

une odeur caractéristique de la chair du bar commun sont des composés bien détectés au 

niveau de la spectrométrie de masse et évoluent de la même manière que ce soit en DH-GC-

MS ou en HS-SPME-GC-MS. Ces cinq composés ont donc été pris en compte dans la suite de 

nos travaux. 

 

A la suite de cette étude sur les odeurs, nous avons étudié l’ensemble des composés volatils 

à la fois sur des poissons entiers mais aussi sur des filets lors de suivis d’altération de 15 

jours. Afin d’avoir une garantie sur la qualité initiale des produits, nous avons travaillé 

principalement sur des poissons d’aquaculture (bar commun, dorade royale, tilapia, filet de 

cabillaud et de saumon). Nous avons réalisé deux suivis d’altérations sur le bar commun et la 

dorade royale, un suivi sur le tilapia, le cabillaud, le saumon et le merlan avec des analyses à 

1, 4, 7, 10 et 15 jours de stockage à 4°C sous glace. Pour ces six espèces et à chaque jour 
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d’analyses (1, 4, 7, 10 et 15), la méthode HS-SPME-GC-MS optimisée identifie bien les 

composés volatils des études précédentes. Des analyses descriptives sur chacune des 

espèces, utilisant le logiciel SPAD 7 software pour des analyses en composantes principales 

(ACP), des classifications ascendantes hiérarchiques (CAH), des coupures de l’arbre et une 

caractérisation des classes de la typologie, toujours en corrélation avec les analyses 

sensorielles (QIM ou schéma de l’EU) ont permis d’identifier 15 marqueurs de qualité 

communs à toutes ces espèces quelles que soient leurs formes. Le 2-éthyl-furan, le benzene, 

le 2-méthyl-furan, le 3-méthyl-butanol, l’éthanol, le carbon-disulfide, le diméthyl-sulfide, 

l’éthyl-acétate, le 3-méthyl-butanal, le 2-éthyl-1-hexanol, le 2,3-octadione, le chloroform, le 

1-hexanol, le (E,E)3,5-octadien-2-one et le benzeneacétaldehyde sont des marqueurs de 

qualité communs de ces 6 espèces de poisson. Des analyses prédictives, utilisant le logiciel 

PASW Statistics 18 pour des régressions linéaires multiples, d’une part sur les poissons 

entiers et d’autre part sur les filets, permettent d’obtenir 2 modèles qui prédisent un indice 

de fraicheur yi (donc la qualité du poisson et la durée minimale restante de conservation) en 

relation avec les marqueurs de qualité (article 3). 

Pour les poissons entiers, le modèle proposé est : 

yi = 1,770 + 10,431 [éthanol] + 106,949 [diméthyl-sulfide] + 4,415 [carbon-disulfide] – 

1354,390 [2-méthyl-furan] + 2382,350 [éthyl-acétate] + 167,989 [chloroform] + 10912,273 

[3-méthyl-butanal] – 374,658 [benzene] – 77,519 [2-éthyl-furan] + 640,948 [3-méthyl-

butanol] + 269,257 [1-hexanol] + 414,125 [2,3-octadione] – 1600,213 [2-éthyl-1-hexanol] + 

47114,155 [benzeneacétaldehyde] + 1172,167 [(E,E)3,5-octadien-2-one] 

 

Pour les filets de poisons, la proposition d’un modèle est : 

yi = 6,827 + 70,013 [éthanol] + 13,603 [diméthyl-sulfide] + 8,879 [carbon-disulfide] – 

5690,099 [2-méthyl-furan] – 557,848 [éthyl-acétate] + 14394,333 [chloroform] – 274,097 [3-

méthyl-butanal] – 959,425 [benzene] + 3,575 [2-éthyl-furan] – 395,516 [3-méthyl-butanol] + 

4184,178 [1-hexanol] + 63,968 [2,3-octadione] + 1778,127 [2-éthyl-1-hexanol] + 373,489 

[benzeneacétaldehyde] – 558,991 [(E,E)3,5-octadien-2-one] 
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Parallèlement à ces travaux, la méthode HS-SPME-GC-MS a pu être appliquée à une autre 

problématique que la fraicheur et à une autre matrice que le poisson.  

Dans un premier temps, cette méthode a été appliquée pour différencier un poisson frais 

d’un poisson ayant subi une étape de congélation décongélation. L’analyse des composés 

volatils de poissons entiers (bar commun et dorade royale) et de filets de poisson (cabillaud 

et saumon) avec la méthode HS-SPME-GC-MS sur des produits frais et sur des produits 

congelés au minimum un mois a permis de mettre en évidence 4 composés volatils : l’éthyl-

acétate, le 3-méthyl-butanal, le 2-méthyl-butanal et le diméthyl-sulfide qui peuvent 

permettre de différencier un produit frais d’un produit congelé décongelé. Ces composés 

sont donc de potentiels marqueurs de congélation du poisson (article 4). Ces 4 composés qui 

sont aussi des marqueurs de qualité (altération) du poisson frais sont quantitativement 

supérieurs dans un produit ayant été congelé que dans un poisson très altéré. 

Dans un second temps, cette méthode a été utilisée pour observer les composés volatils 

produits sur des crevettes lors d’une étude de bioconservation (article 5). La bioconservation 

vise à prolonger la durée de vie des aliments en maîtrisant la croissance des flores 

pathogènes ou d'altération par l'utilisation de flores protectrices. Cette étude s'est penchée 

sur la qualité sensorielle et l'évolution physico-chimique (pH, glucose, acide L-lactique, 

amines biogènes, acides aminés libres et composés volatils) pendant le stockage à 8°C de 

crevettes cuites décortiquées inoculées seulement avec la bactérie spécifique d'altération 

Brochothrix thermosphacta et mélangée avec la souche de protection Lactococcus piscium 

CNCM I-4031 (article 4). Cette étude a confirmé l’effet inhibiteur de L. piscium envers B. 

thermosphacta en l’inhibant de 4 log UFC/g et en prolongeant la durée de conservation des 

crevettes jusqu’à 31 jours de stockage contre 11 jours lorsque les crevettes sont inoculées 

seulement avec B. thermosphacta qui atteint une population de 108 UFC/g. L’étude des 

composés volatils par HS-SPME-GC-MS a permis de mettre en évidence des composés 

produits par le développement de B. thermosphacta : le 2,3-butanedione, le cyclopentanol, 

le 3-méthyl-butanal, le 2-méthyl-butanal, le 4-méthyl-3-chloro-3-pentanol et l’éthanol. Le 

jury de l’analyse sensorielle a associé ces molécules aux fortes odeurs de beurre-caramel.  
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La méthode HS-SPME-GC-MS développée montre tout son intérêt à la fois sur des poissons 

frais mais aussi sur d’autres matrices et d’autres problématiques que celle de la fraicheur. La 

HS-SPME-GC-MS est une très bonne méthode descriptive qui permet à l’aide des composés 

volatils de bien séparer et identifier des matrices qui ont peu de différences entre elles. Un 

autre avantage de cette technique est de pouvoir extraire en headspace par la SPME un 

maximum de composés volatils avec une préparation minimale des échantillons, avec peu 

d’interférence avec des substances non volatiles, et sans utilisation de solvant. La 

simplification de ces étapes d’extraction permet aussi de réduire significativement le temps 

analytique, et l’automatisation de prélèvements permet une meilleure reproductibilité des 

essais.  

 

La première perspective est la quantification des marqueurs de qualité pour pouvoir mettre 

en place une méthode de dosage par HS-SPME-GC-MS pour caractériser la qualité du 

poisson et ce dès les premiers stades d’altération.  

En plus de la quantification qui est une perspective à court terme, l’alimentation de la base 

de données des marqueurs de qualité pour optimiser le modèle de prédiction de la fraicheur 

des poissons doit être complétée avec d’autres essais et d’autres espèces.  

Une autre perspective est une meilleure connaissance de la production des composés 

volatils dans cette matrice en réalisant des approches de biologie moléculaire sur les 

bactéries responsables de l’altération et en faisant le lien avec les composés volatils.  

D’autre part la méthode HS-SPME-GC-MS qui est une bonne méthode descriptive pourrait 

être utilisée pour étudier les produits cuits et les produits transformés (ex : fumés) en 

analysant les composés volatils néoformés. Cette analyse de composés de fumaison 

permettrait de déterminer un taux de fumage des produits de la mer.  

Pour finir, la perspective la plus ambitieuse est la création d’un système portatif qui 

contiendrait une fibre SPME pour pouvoir prélever facilement des échantillons à différents 

endroits (quai de débarquement, étal des poissonneries...). Ceci répondrait à l’objectif initial 

qui consiste à disposer d’une méthode d’évaluation objective de la fraicheur permettant des 

applications aux différents niveaux de la filière. 
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Evaluation de la qualité des poissons frais par des approches chimiques 

La fraîcheur est un paramètre déterminant de la qualité sanitaire du poisson. S’agissant d’une matrice 
très altérable, l’évaluation objective de sa fraîcheur est essentielle pour les opérateurs de la filière mais 
également pour les services d’inspection. Différents outils et techniques sensoriels, chimiques, 
physiques et microbiologiques ont été développés pour essayer de déterminer le niveau d’altération 
mais présentent plusieurs limites et caractérisent le plus souvent des seuils de rejet. L’objectif de la 
thèse est de proposer une nouvelle méthode basée sur l’étude des composés volatils de la chair du 
poisson qui permette de déterminer sa qualité de manière fiable et objective dès les premiers stades 
d’altération.  
Pour cela, différentes méthodes d’extraction des composés volatils [Headspace Statique avec la Micro-
Extraction en Phase Solide (HS-SPME) et Headspace Dynamique (DH) avec le système « Purge and Trap 
»] ont été employées, et différents outils analytiques [Chromatographie en phase Gazeuse à une et deux 
dimensions (GC et GC-GC) couplée à la Spectrométrie de Masse (MS) ou à l’Olfactométrie (O)] ont été 
testés sur diverses espèces de poissons entiers ou en filets [merlan (Merlangius merlangus), bar 
commun (Dicentrarchus labrax), dorade royale (Sparus aurata), cabillaud (Gadus morhua) et saumon 
(Salmo salar)] au cours de plusieurs suivis d’altération.  
Les analyses en HS-SPME-GC-MS, DH-GC-MS-8O et DH-GC-GC-MS-O des fractions volatiles de ces cinq 
espèces en complément des analyses sensorielles, à différents jours de conservation (1, 4, 7, 10 et 15), 
ont permis d’identifier plus de 122 composés volatils communs aux 5 espèces, qui font partie 
principalement des familles des aldéhydes, des alcools et des cétones. Différentes études statistiques 
basées sur des analyses descriptives (ACP et CAH) ont permis d’identifier des marqueurs de qualité du 
poisson dès les premiers stades d’altération (3-méthyl-1-butanol, 3-méthyl-butanal, diméthyl-sulfide, 
éthyl-acetate, 2-éthyl-furan…) et sur des analyses prédictives (ANOVA et RLM) pour aboutir à un modèle 
qui prédit un indice de fraicheur en relation avec le profil volatil du poisson.  
 
Mots clés : qualité, fraicheur, composés volatils, analyse sensorielle, HS-SPME-GC-MS  
 

Quality assessment of fresh fish by biochemical approaches 

Freshness is a key parameter for assessing the quality of fish. As fish is a very sensitive matrix to 
spoilage, the purpose of the freshness assessment is essential for all professionals of the seafood 
industry and for official fish inspection authorities as well. Various tools and sensorial, chemical, physical 
and microbiological technics have been developed to try to determine the level of spoilage but have 
several limitations and most of the time characterizes rejection thresholds. The aim of the thesis is to 
propose a new method based on the study of volatile compounds that may ensures to clearly and 
objectively determine the quality of the fish from the first stage of spoilage.  
Indeed, different extraction methods of volatile compounds [Static Headspace with Solid Phase Micro-
Extraction (SH-SPME) and Dynamic Headspace (DH) with the system "Purge and Trap"] were used, and 
different analytical tools [Gas chromatography with one and two-dimensional (GC and GC-GC) coupled 
with Mass Spectrometry (MS) or Olfactometry (O)] were tested on various species of whole fish or fillets 
[Whiting (Merlangius merlangus), sea bass (Dicentrarchus labrax), gilthead seabream (Sparus aurata), 
cod (Gadus morhua) and salmon (Salmo salar)] during the storage. 
In addition to the sensory analysis at different days of storage (1, 4, 7, 10 and 15), SH-SPME-GC-MS, DH-
GC-MS-8O and DH-GC-GC-MS-O analysis of volatile fractions of these five species have shown over 122 
volatile compounds common to those species, which are mainly parts of aldehydes, alcohols and 
ketones groups. Various statistical studies based on descriptive analysis (PCA and AHC) were used to 
identify markers of fish quality from the first stage of spoilage (3-methyl-1-butanol, 3-methyl-butanal, 
dimethyl-sulfide, ethyl-acetate, 2-ethyl-furan…) and predictive analysis (ANOVA and MLR) to produce a 
model that predicts an index of freshness in relation to the volatile profile of the fish. 
 
Keywords: quality, freshness, volatile compounds, sensory analysis, HS-SPME-GC-MS 
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