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Le fumage est une technique appliguée depuis les temps
les plus anciens pour assurer la conservation du poisson. La conbinaison
des actions respectives du sel et de la fumée sur les denrées alimentaires
d'origine animale est une méthode ancestrale : ainsi 1'histoire nous apprend
que chez les Egyptiens, les Grecs, les Ramains, le commerce du poisson séché,

salé et fumé se pratiquait déja.

Le fumage consiste & imprégner les tissus du poisson, préa-
lablement salé et séché, de substances empyreumatiques contenues dans la
fumée que fournit la carbustion lente de copeaux ocu de sciure de bois.

A l'origine, ce procédé était employé pour améliorer la qualité microbiolo~
gique d'un produit, mais ultérieurement, lorsque ¢'autres modes de conserva-
tion sont apparus, c'est essentiellement pour améliorer les qualités organo-

leptiques que le fumage a été utilisé.

1. CONSTITUTION ET DECOMPOSITION THERMIQUE DU BOIS

La camwposition chimique et les propriétés de la fumée
varient en fonction des essences de bois employées (59). On admet générale-
ment qu'une fumée provenant de la cambustion d'un bois dur donne un produit
furé de meilleure qualité (42) : ainsi, le hétre, le chéne, l'orme et le
fréne assureraient & la denrée fumée une conservation plus longue que 1l'aulne,
le bouleau, le saule. les industriels francais ont choisi le chéne ou le
hétre ; il est & noter toutefois que dans certains pays comme 1'URSS,

1'Allemagne, le Canada, l'Ecosse, des copeaux de bois tendre ou méme de la



tourbe et parfois des feuilles sont utilisés avec succés. Les bois des
résineux sont a proscrire, ils dégagent une fum@e contenant des substances
arcmatiques qui, en s'infiltrant dans les tissus du poisson, lui commmi=-
quent une saveur acre et désagréable, et une odeur marquée d'essence de
térébenthine. Certains auteurs (13) précisent que l'addition de bois de gené-
vrier est cependant conseillée. De plus, on peut ajouter & la sciure des
plantes aramatiques : sauge, thym ou marjolaine, tout ceci dépend de la saveur

que l'on veut donner au poisson (12).

Les trois constituants essentiels du bois sont la cellulose,
1'hémicellulose et la lignine. L'importance relative de chaque polymére varie
avec les essences de bois, mais on peut considérer qu'on les trouve dans les
prcportions approximatives suivantes : cellulose = 2, hémicellulose = 1,
lignine = 1. Les principaux constituants de la fumée proviennent de la décom-
position thermique de ces composés suivie d'une oxydation des produits résul-

tant de cette décamposition (22).

PYROLYSE DE IA CELLULOSE :

CHZOH CH OH

L @u@f (.

CH CH CH OH

cellulose



La réaction initiale serble &tre une hydrolyse acide en
glucose, suivie d'une déshydratation. Une pyrolyse secondaire s'effectue
immédiatement, produisant de l'acide acétique et ses homologues, ainsi que

de l'eau, pour s'en tenir aux constituants essentiels.

PYROLYSE DE L'HEMI-CELLULOSE

OH

OH
O —o0 O o
OH
OH
OH
o o =o J o
(0)24 OH

hémi-cellulose

Les hé&mi-celluloses sont les moins thermostables des cons-
tituants du bois et se décamposent facilement pour produire du furanne (%)
et ses dérivés en méme temps qu'une série d'acides carboxyliques aliphatiques.

(%) furanne = H H

PYROLYSE DE LA LIGNINE

Les structures de la lignine ne sont pas encore parfaitement
connues, mais an sait qu'elle est formée de deux édifications principales :

un gafacyl propane 3 et un syringyl propane 4 :

CH3O

HO C.E HO C.H

CHBO CH3O

galacyl propane 3 syringyl propane 4



Les composés estimés étre de la plus grande importance
dans le golit de "fumée" proviemnent de cette fraction. Ce sont des phénols
et des éthers phénoliques, représentés par le galacol (2-methoxyrhénol) et

le syringel (2,6-dimethoxyphénol), et leurs homologues et dérivés.,

2, COMPOSITION DE LA FUMEE

La distillation du bois telle qu'elle se fait dans les
fumoirs est une pyrogénation en vase clos, mais les produits de distillation
sont en grande partie combustibles. On retrouvera donc dans les fumées les
substances provenant de leur oxydation, substances d'autant plus abondantes
que la combustion se sera faite en présence d'une plus grande quantité d'air :
si 1l'air est abondant, l'oxydation des produits sera compléte et il y aura
peu de fumée ; si l'air est moins abondant, l'oxydation sera incompléte et

la production de fum@e plus importante (26).

Ainsi, il apparait que la compositicn chimique de la fumée
est fonction de 1'énorme variabilité des conditions de production de la
fumée, c'est-a-dire :

- le pourcentage d'air entrant dans la cambustion,

la température & laquelle la fumée est produite,

la proportion d'eau dans les copeaux ou la sciure,

1l'essence du bois.



ACIDES

Formicque Octanolque 2-Methylbutyrique
Acétique Levulinicue 2-Methylpropenoique
Propionicue - Tiglique 2-Methylpentonique
Butyrique Benzoloue 4-Methyvlpentonique
Pentanoique Vanillique 2-Methyl=-2-butenoique

Fexanoique Syringique 3-Methyl butyricue

ALCOOLS ET ESTERS

Ethanol Acetol acetate Methyl acrylate
Methanol Methyl acetate - - Ethyl benzoate
Iso Propanol Methyl formate Cresyl acetate

COMPOSES A FONCTION CARBONYLE

Acétcone 2,5-Hexanedicne 2=-Propenal

2=-Butanone 2, 3-Propanedione 2=-Butenal

2-Pentanocne 1,2-Cyclopentanedicne 2-Methyl-2-Butenal

3-Pentanone 3,4 Dimethyl-1,2-Cyclo- Benzaldéhyde

2-Hexancne 4 -pentanediocne 2~-Furfurylmethyl-Ketone

3-Hexanone : 3-Ethyl-1,2-Cycloventanedione 2-Cyclchexancne

3-Methyl-3-buténe-2-cne 2,5-Dimethyl-4-hydroxy 1-Hydroxy-2-butancne

3-Methyl-2-butanone =3-(2 H)-furancne 3=Methyl-2-Cyclopenténe-1-one

4-Methyl-3-pentancne Formaldehyde 2-Methyl-2-Cyclopentencne

3,3-Dimethyl-2- Butancne Acetaldehyde 2,3=-Dimethyl-2-Cyclopentanone
. Acetophenone Propionaldéhyde 3=-Methyl-1,2-Cyclopentane~dione

2-Furfural Butanal 3=Buténe-2-one

5-Methyl-2-Furfural Iso Butanal 3-Hydroxy-2-rethyl-4-pyrone

2,3-Butanedione Pentanal :

2,3-Pentanedione Iso Pentanal

FURANNES

Furanne 2-Methylbenzofuranne (5 -Angelicalactone

2-Methylfuranne Dimethylbenzofuranne X—Crotonolactone

2-Ethylfuranne -Lactcnes

2-Acetylfuranne T-Butyrolactone

DIVERS

1, 2-Dimethoxybenzéne 3-Methoxycatéchol Dimethylindane

1,4-Dimethoxybenzéne Indéne Naphtaléne

1,2-Dimethoxy-4-methyl 3-Methylindéne 3-Methylnaphtalane

-benzéne Toluéne :
Benzéne Styréne

TABLEAU I : COMPOSES VOLATILS IDENTIFIES DANS IA FUMEE DE BOIS ET DANS LES
FUEES LIQUIDES. ’
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analyse chimique fait donc apparalitre de grandes variations

qualitatives et quantitatives ; l'action cambinée de la distillation et de

la combustion donne un mélange complexe de composés aliphatiques et ar@mati-

gques parmi lesquels :

de l'eau ;

de 1l'hydrogéne, du monoxyde de C (CO), du dioxyde de C

(CO,) , différents carbures d'hydrogéne ;

des acides : formique, acétique, propicnique et butyrique ;

des alcools : méthanol, éthanol ;

des composés & fonction carbonyle : acetaldéhyde, formal-

déhyde, acétone, diacétyle, furfural, vanilline ;

des dérivés phénoliques :

. dérivés méthyles : 3,4 et 3,5 diméthyl vhénol ; 2,6 dime-
thoxy-pyrogallel ; 2,6 = 3,4 et 3,5 xylénol ; 3 crésols ;

. éther-oxydes : gafacol, vératrol, anisol ;

. les mélanges de phénols et 4'éther méthylique des diphé-

nols constituant la créosote.

Le TABLEAU I présente un relevé de l'ensemble des ccmposés

volatils identifiés dans la fumée de bois et dans les fumées liquides, relevé

établi par GILBERT et KNOWLES (21).

En plus des composés acides, alcooliques, carbonyles et

phénoliques, des hydrocarbures polycycliques comprenant jusqu'a 200 composés

différents ont été décelés dans la fumée, dont le 3,4-benzopyréne connu pour

ses. propriétés cancérigénes (38, 39, 58). Des expériences récentes (36)



montrent que le fumage & froid du saumon, technique la plus usit@e (tout au
rmoins en France), entraine une contamination en 3,4-benzopyréne 8 3 9 fois
moindre que celle du fumage a chaud. Des expériences effectuées sur les
saucisses de Francfort (53) ont permis de constater une pénétration de 70

2 80 % des hydrocarbures polycycliques arSmatiques lorsqu'elles sont fumfes
dans wn étul de "boyau" naturel, ce taux descendant & 30 $ lorsque le boyau
est remplacé par la cellulose ou une envelcoppe synthétique. Une autre méthode
(64) permettant d'cbtenir une réduction significative de ces camposés consiste
a faire passer la fumée dans un filtre de coton avant son contact avec le

produit.

Par ailleurs, certains procédés de fumage permettent de

diminuer considérablement le taux de ces substances cancérigénes.

Ainsi, dans le procédé électrostatique, on soumet les parti-
cules de fumée & une charge positive & leur sortie du générateur de fumée
et les poissons traversent ce nuage de fumée sur wn convoyeur & potentiel
négatif (d.d.p. = 15 & 20 000 volts) : cette précipitation électrostatique
de la fumte est prétendue €liminer le goudron et les hydrocarbures polycycli-
ques aramatiques de la fumée avec une réduction de 98 % des taux de 3,4-ben-

zopyréne dans le produit fumé (50).

Les technigques modernes de "fumersion" (= trempage dans une
solution contenant des extraits de la fum@e) diminuent de plusieurs dizaines
de fois la quantité de 3,4-benzopyréne se géposant dens le poisson : 1'extrait
de fume est préparé en éliminant d'une part les constituants les plus vola-"

tils de la fumée, d'autre part ceux dont le point d'ébullition est le plus



élevé ; parmi ceux-ci se trouve le 3,4~benzopyréne (36). Notons que si

tous les types de concentrés de fumée essayés au Japon, en Grande-Bretagne,
en URSS, etc... semblent permettre l'cbtention de produits de toxicité
négligeable dont les principes carcinogénes peuvent étre éliminés, certains
pays ont toutefois interdit l'utilisation des furfes liquides compte-tenu

de la variabilité de leur préparaticn.

D'autre part, ces techniques sélectives (procédé &lectro-
statique et fumersion) qui permettent de réduire la quantité de 3,4-benzopy-
réne contenue dans la fumée, n'assurent pas par elles-mémes la conservation
de la denrée : elles €liminent certaines substances utiles & la conservation
et donnent un produit ayant des propriétés gustatives légérement différentes

de celles cbtenues par les procédés classiques (9, 42).

Les constituants de la fumée se répartissent entre les deux
phases de l'aérosol qu'elle constitue (19, 20) :
- une phase "particule" dispersée,

-~ une phase gazeuse dispersante formée par la vapeur.

La répartition des constituants entre les deux phases est
fonction de leur point d'ébullition et de leur solubilité, suivant la loi
de NERNST. L'absorption des vapeurs (phase dispersante) par les denrées
aboutit & la couleur caractéristique, @ la saveur et aux propriétés de con-
servation des aliments fumés. Bien qu'un dépdt de minuscules particules en
dispersion s'effectue pendant le fumage, sa contribution au processus de

fumage est négligeable, Toutefois, les particules ont un rSle secondaire,



elles se comortent comme un réservoir de composants de la fumée : lorsque
1'équilibre est troublé, c'est-a-dire lors de l'épuisement des vepeurs di
a l'absorption, le réservoir libére une partie de ses coamposants au profit

de la phase vapeur.

3, PROPRIETES DE LA FUMEE

La conmnaissance de la composition de la fumée est nécessaire
3 la compréhension de ses propriétés. le fumage permet d'améliorer a la fois
1'apparence, la saveur et la qualité du produit. Trois éléments permettent
ainsi d'apprécier l'efficacité de la fumée :

- création de substances particuliéres donnant 1'arfme,

- formation de la couleur typicque,

conservation.

CREATION D'UN AROME PARTICULIER

. Les recherches effectuées sur 1l'incidence des paramétres de
carbustion (18, 65) démontrent que de petits changements dans les conditions
de production de fumée peuvent conduire & des transformations de la composition
finale de la furfe et ainsi modifier le golit. Mais les efforts réalisést pour
relier les paramétres de carbustion avec la camposition chimique et le golit
n'ont pas donné de résultats statistiquement significatifs, bien que lestaux

de galacols présents furent estimés importants en termes de gofit.

—
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Ainsi, l'ardme est dl & un mélange de composants de la fumée (56, 57, 59),
mais en dépit des nombreuses études effectuées sur la camposition de la
fumée de bois, ce mélange responsable du golt caractéristique des produits
fumés est encore inconnu (62). Toutefois, les phénols sont généralement
reconnus comme ayant une contribution majeure & la saveur particulieére du
produit fumé (3, 60) : le golit de fumée &tant plutSt associ€ au galacol et

1l'odeur de fumée au syringol,

Les saveurs provenant de fumées identiques mais cbtenues sur
des produits différents sont plus ou moins appréciées, ce qui indiquerait
que la saveur finale désirée pour la consommation est (21) :

- ou un mélange complexe des saveurs de la fumée et de

1l'aliment initial,

- et/ou une réaction des constituants de la fumée avec les

protéines de surface produisant des camposants d'une saveur

nouvelle.

FORMATTON D'UNE COULEUR CARACTERISTICUE

Bien qu'il y ait relativement peu d'études sur la couleur
des aliments fumés, il est généraleﬁent admis que la couleur typique du
produit fumé, couleur allant du jaune doré au brun foncé, est due a des
réactions de brunissement non enzymatique impliquant des réactions carbonyles-—
amines. Cette coloration est directement en rapport avec la disparition des
fonctions carbonyles de la fumée ; plus il y a de fonctions carbonyles, plus
1ll'intensité de la coﬁleur sera élevée ; d'autre part, les fonctions amines

libres des protéines sont essentielles (71). lLes camposés phénoliques ne
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participent ni directement, ni indirectement a la formation de la couleur.

Certaines études sur le développerent de la couleur (30)
ont impliqué des composés spécifiques représentatifs des camposants de la
furde, par exemple des dicarbonyles en ré€action avec des prot@ines indivi-
duelles ou des amino~acides ; on a considéré tout particuliérement :
glyoxal, n‘éﬂly;-glyoxal, diacetyle, furfural et glyceraldéhyde. On a cons-
taté que les groupements £-NH, de la lysine sont liés de fagon irréversible
aprés fumage, on suppose qu'ils fournissent la fonction amine pour le

brunissement.

CONSERVATION

Au début de ce siécle, on insistait particuliérement sur le
rdle joué dans la conservation des produits alimentaires par le formol auguel
on attribuait les propriétés antiseptiques des fumées de bois. En 1951,
DIEUZEIDE (13) faisant le point des comnaissances dans ce domaine et rappelant
que la distillation des ligno-celluloses en vase clos donne de l'oxyde de
carbone, des alcools méthylique et éthylique, de 1l'aldéhyde formique, de
l'acide acétique, de l'acétone, du furfural, des xylénes, du créosol, du
galacol, des dérivés du pyrogallol, etc..., notait que la plupart de ces pro~
duits sont éminemment antiseptiques, particuliérement & l'état gazeux et a
chaud. Le rOle principal étant accordé & l'aldéhyde formique, il signalait le
r8le des dérivés du goudron, des vapeurs créosotées et la contribution de
nonbreuses substances (acide acétique, acétone, etc...) & l'action antisepti-

que de la fumée.
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Bien que l'action antiseptique du formol soit indéniable,
des travaux plus récents (61) semblent accorder l'activité bactéricide
principale & des dérivés méthylés d'hydroxyphénols, En fait, les substances
actives de la furde sont trés nombreuses, nous reparlerons de son role

conservateur dans la discussion.
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les produits fumés connaissent un regain d'intérét depuis
une vingtaine d'années, notamment le saumon qui rencontre un grand succés
sur le marché francais. Dans la technologie moderne, la plupart des produits
sont faiblement fumés ; les caractéristiques organoleptiques acquises au cours
du fumage (et du salage) sont trés appréciées lorsgu'elles restent discrétes.
Il importe de savoir quelle est, sur le plan de la conservation, l'efficacité
de ce fumage. Nous nous sammes efforcés de déterminer l'action de la fumée
d'une part sur des bactéries isolées, d'autre part sur la flore micrcbienne
au sein du tissu musculaire du saumwn dans les conditions habituelles du fu-
mage & froid. (La technologie du saumon fumé est présentfe en annexe en fin
d'ouvrage : ANNEXE 1). Nos travaux ont pour but non seulement d'analvser
l'évolution des propriétés antiseptiques de la fumée dans cette denr@e, mais

aussl d'en tirer parti pour cbtenir un produit fumé d'excellente qualité.



114448 $4ALAUSL L R0 ALAL- AR REAN LS SR 1110809 SUALIEEALALAL TR AURTAL A A8I0R 44441 4L 114041 41120 QUL HE LA ILE 1144 £4:48 £1:82:04 18

1 Il - MATERIEL ET METHODLS

o L Lo Low (o0 Lo Lo taom fovm |

LG 140 44 U TLAL LALARIAL A4 I44I8 00128 £R100:98/48 4041 AUTELL (UIR/A8 A1 AL 51 AL A118 80 LA R L UL RIS AR

r3r3r3 33333




14

1, SOUCHES BACTERIENNES

— e e e e o mae e mme ewe e

Escherichia coli

Ref., : K10

Origine : Laboratoire de Microbiologie. Université des Sciences et Techniques

de Lille I.

La conservation a été effectuée sur une gélose nutritive

inclinée 3 une température comprise entre + 2° C et + 8° C. La souche a

été repiquée tous les deux mois.

Staphylococcus aureus

Origine : Isol€e au Laboratoire de Boulogne-sur-Mer.
- Cette souche a été isolée sur milieu de Baird-Parker : colonie
noire présentant une auréole d'éclaircissement du jaune d'ceuf.

- Souche coagulase +, D.N.ase +,

La conservation a été assurée comre ci-dessus.
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2, MILIEUX DE CULTURE

2.7, Milieux solides

2.1.1. Milieux sélectifs

Ces milieux contiennent 3 cbté des substances nutritives
des produits inhibant la croissance de certaines espéces de micro-organismes

et exaltant celle d'autres espéces.

Gexmes aércbies totaux :

GElose standard pour dénonbrement : Plate count agar (68)

R&férence Institut Pasteur (I.P.L.) : 5185,

GElose sélective pour bacilles pyocyaniques (4)
Référence Institut Pasteur (I.P.L.) : 5025,
Ce milieu permet l'isolement ou le dénombrement de

Pseudamonas aeruginosa.

Entércbhbactéries :

Gélose glucosée biliée au cristal violet et au rouge neutre :
V.R.B.G. Référence Institut Pasteur (I.P.L.) : 5320.

Cette gélose inhibe la croissance des bactéries & Gram posi-
tif et pratiquement celle des bactéries & Gram négatif éutres que les

Entérobactéries.
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Coliformes :

Gélose au désoxycholate Coliformes 1 °/oo (17)
Référence Institut Pasteur (I.P.L.) : 5080.

La concentration en désoxycholate est suffisamment peu
€levée pour permettre la croissance ces coliformes, alors que la flore

Gram positive est inhibée.

Coliformes fécaux :

L'isolerent et le dénambrement des coliformes fécaux
s'effectuent également sur le milieu précédent, mais la température 4'incu-
bation est de 44° C (alors qu'elle est de 37° C pour les coliformes :

Cf. TABLEAU II).

Lactobacilles :

GElose de Rogosa (49).

Référence Institut Pasteur (I.P.L.) : 5215.

Streptocoques fécaux :

GElose & la Bile-Esculine-Azide (24).
R&férence Institut Pasteur (I.P.L.) : 5035.

Ce milieu permet d'effectuer l'isolement et la numération

des Streptocoques du groupe D.

Staphvlocogues :
Gélose de Baird Parker (1).

Références Institut Pasteur (I.P.L.) : Base pour gélose de Baird Parker 5030

Jaune d'oeuf au tellurite de K : 8005
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Les staphylocoques pathogénes donnent des colonies noires
entourées d'un halo clair de 2 & 5 mm de diamétre. On rencontre sur ce mi-
lieu de nambreux autres germes dont les colonies ne présentent pas ces

caractéres : staphylocoques non pathcgénes, microcoques, levures et bacillus.

Bacillus cereus :

GElose de Mossel pour Bacillus cereus (41).

Référence Institut Pasteur (I.P.L.) : G&lose de Mocssel : 5020
Jaune d'ceuf a 20 % : 8010
Référence SIGA : Polymyxine B sulfate : P.1CO4 '
(90 ml du milieu de base + 10 ml émlsion jaune d'oeuf & 20 % + 1 ml solution
sulfate polymyxine 0,1 %)
Le milieu de Mossel est utilisé pcur rechercher et dénombrer

les formes végétatives et les spores de Bacillus cereus (Les Bacillus cereus

domnent des colonies roses (mamnitol =).

Anaérobies :

GElose viande-levure & 15 °/oo
Référence Institut Pasteur (I.P.L.) : 5315
Cette gélose est utilis@e pour l'isolement des bactéries

anaérobies en surface.

Levures-Moisissures :

G8lose glucosée & l'oxytetracycline : Gélose O.G.A.
Références Institut Pasteur (I.P.L.) : Base pour gélose O.G.A. : 5200

nytetracycline (1 mg/1 ml) : 8030



2.1.2. Milieu minimum

Les bactéries prototrophes peuvent €tre cultivées sur des

milieux dits "minimum" : c'est le cas d'Escherichia coli que nous cultive-

rons sur milieu MSBl. Ces milieux, contrairement aux milieux complexes,

contiennent uniquement les €léments indispensables & la croissance bacté-
rienne., La relative simplicité de leur composition facilitera les inter—
prétations lors de 1l'étude des réactions entre les composants de la fumée

et les composants du tissu musculaire.

Solution minérale : (NH,), SO, 60 g Tampon : KH, POy 60 g
Mg SO, 6 g K,H PO, 540 g
Fe 80, 0,5 % 3ml H,0 gus.p 1 500 ml
Mn Cl, O,5 % 6 ml
NaCl 0,3 g

Hy0 q.s.p 1500m

MSBl ¢+ Solution minérale 50 ml
Tampon 50 ml
Glucose 10 % 100 ml

Vitamine B; (0,5 mg/ml) 1ml
H,0 800 mlL

Agar 14 g awm—p pour cbtenir un
milieu solide

Stériliser aux températures suivantes :
HyO + Tp 121° C
Solution minérale 121° C
Glucose 105° C

Vitarine By 105° C

Vérifier que le pi = 7,3

18
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2.2, Milieux Liguides

Eau peptonge :

Eau peptonée exempte d'indole (bouillon).
Référence Institut Pasteur (I.P.L.) : 4035

Ce milieu permet la croissance des germes ne présentant pas
d'exigences particuliéres., Il est utilisé comme diluant : il assure une par-
faite dispersion des micro-organismes sans les inhiber (25), par ailleurs
il revivifie les bactéries qui ont plus ou moins souffert d'un séjour prolon-
gé dans des conditions hostiles. Dans l'eau peptonée, la phase de latence
des différentes espéces de micro—organismes est d'au moins une heure, on ne
risque donc aucune erreur par exceés si le produit est inoculé sur les milieux

de déncrbrement 1 heure au plus aprés sa dilution.

Bouillon nutritif :

Bouillon nutritif & 0,8 %.
Référence Institut Pasteur (I.P.L.) : 4075

On utilise ce bouillon pour dbtenir une croissance abondante
des germes sans exigences particuliéres. (Ce milieu peut &tre solidifié par

incorporation d'agar —=—m gé€lose nutritive).

M. R. 8. :

- Bouillon M.R.S. "complet" (40).
Référence Institut Pasteur (I.P.L.) : 4065
Ce milieu, préparé selon la formrule de De Man, Rogosa

et Sharpe, est parfaitement adapté & la culture des lactcbacilles.
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- Bouillon M.R.S, "identification".
Référence API : 5021
Ce milieu M.R,S. sans glucose ni extrait de viande est
utilisé pour préparer les suspensions de lactcbacilles destinées & 1'ense-

mencement des galeries d'identification.

Rosenow cyst€iné :

Milieu de Rosenow cystéiné (bouillon).

Référence Institut Pasteur (I.P.L.) : 4100. (poudre + cervelle + marbre)

Ie milieu de Rosenow camplet est un milieu trés riche qui
permet d'cbtenir une culture rapide et abondante des bactéries particulié-
rement exigeantes. Le chlorhydrate de cystéine présent dans le milieu permet
en outre d'obtenir un potentiel d'oxydo-réduction favorable au démarrage des

cultures des germes anaérobies.
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! _ ! TEMPERA- ! DUREE §
MILIEUX DE CULTURE y ENSEMEN= \ovep D'IN-! D'IN- &
p CEMENTCcumarIon | cUBATION §
! ! ! §
! ' ! §
P. C. A. Germes aérobies mésophiles !profondeur! 30°c ! 72h §
! ! ! §
A & i ! ] 1
Gelose sélective pour Pseudomonas aeruginosa , surface | 37°Cc | 24 h g
Bacilles pyocyaniques ' . \ . §
V. R. B, G. Entercbactéries !'profondeurf 37° ¢C : 24 h g
1 |
Desoxycholate Coliformes 1 & Coliformes ;profondeur; 37° C : 24 h g
. ! ! ! §
Desoxycholate Coliformes 1 % Coliformes fécaux !profondeur! 44° ¢ | 24h §
MSB ! ! ! 0§
! | ! ! ! §
! i !
Rogosa : Lactabacilles jprofondeur, 30° C | 24h g
M. R, S. complet , i | §
| !
B. E. A, Streptocoques fécaux fprofondeur; 37°c ; 24h g
| !
Mossel Bacillus cereus ! surface ; 37°¢c , 24h g
! 1 ’ !
Baird-Parker Staphylocoques, Microcoques.., surface | 37° C | 24-48 h g
V. L. Anaércbies ! surface ! 37°c ! 48h g
! ! ! §
! ! 1 g
! ! ! §
! 1 !
0. G. A. levures, Moisissures , surface | T° Labo. ; 9% h g
! ! ! §

TABLEAU II : TECHNIQUE D'ENSEMENCEMENT, TEMPERATURE ET DUREE D'INCUBATION CORRESPON-

DANT A CHACUN DES MILIEUX.
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3. SUBSTANCES CHIMIQUES

P .

- Acide L. Glutamique :

Référence 0.5.I. : A.650

- Agar-Adar :
Référence Institut Pasteur (I.P.L.) : Pastagar B : 7535

(Gélose blanche : cette dénomination correspond 3 une gélose ne contenant

aucun €lément nutritif (agar~agar + eau) ).

- L. Alanine :

Référence 0.S.I. : A.1550

Référence MERCK : sérum albumine bovine : 12.018

- Cadavérine :

Référence MERCK : Diamino-1,5-pentane : 807-332

Référence MERCK : 2244

- Créatine :

Référence MERCK : 5205



- Glucosamine :

Référence MERCK : D-Glucosamine chlorhydrate : 4113

- Glucose :

Référence Institut Pasteur (I.P.L.) : 7205

- Lécithine d'oeufs :

Référence MERCK : 5331

- L, Lysine :

Référence 0.5.I. : L.400

- Peptone :

Référence DIFCO : Bacto Peptone : Ol18
Les peptones sont des mélanges de camposés solubles dans
l'eau résultant de 1l'action d'enzymes protfolytiques sur des matiéres
protéiques diverses. '
Le TABLEAU III suivant (&tabli a partir du tableau analy-

tique DIFQD) donne la composition de cette Bacto-Peptone :
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§ ! §
§ BACTO PEPTONE ! % §
§ ! §
§ ! D
§ ! §
§ AZOte tOtAliceecccocsssscossssescoccncees ! 16,16 §
§ !
§ Proteose primaire (T N) ..... terceneas : 0,06 §
gProteose SecoNdAaiTe (2 N) eeceseecennnn. : 0,68 g
§ Peptone (BN \ierrinnnnnn. ] 15,38 g
g Ammoniaque (3 N) teveconnncenna : 0,04 g
gAmine libre (BN) veveennee : 3,20 g
gAmide (% N) ssesses0s0sns f Of49 g
§ Composé monc~aming (2 N) ceeecncncncens . : 9,42 g
g Composé di-aminé (B N) eevevvenconens : 4,07 g
§ Tryptophane .eeceeces. Cheteestesestesans . : 0,29 g
§ TYIOSINE seeeeveecceceranccassocnsescons . : 0,98 g
§Cystin.e 200000000 0800030006808 008a009° % 0,22 g
§ sulfure organique ...... teeesennesessena . : 0,33 g
§ sulfure inorganique........ Cerrieceenanes : 0,29 g
§ !
g PhOSPhOYE t+teeveecscnaoss ceeeeen : 0,22 g
§ chlorure ............ Ceeerenanes Cereneeee : 0,27 g
$ sodim ... ereenan et ererararaaans ! 1,08 5
§ ! §
gPOtaSSlum Csecceo v sne e S s0 000000000000 i 0122 g
§Calcimn X ses s eceesvsncsscensr o . ! 01058 §
§ ! §
§ Magnésium veeeeeeoees Ceresesaassensssnnns : 0,056 g
§ FOY cevuvencacencnnsssncancssnssns Ceeeanee ! 0,0033 §
§ ! §
§ CONATES 4uvvieeeoenseesssensnnssnsnsnanns : 3,53 g
§ !
§ Extrait soluble dans 1'6ther.....eeeeeas. : 0,37 g
- /, we i .
N

TABLEAU III : COMPOSITION DE IA BACTO PEPTONE DIFCO
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- Putrescine :

Référence MERCK : Diaminco-l,4-butane

K- H PO

HZO q-s.F‘

250 g
15C g

1 000 ml

808,279

25
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i, MATIERE PREMIERE

I

Compte-tenu de la disparition progressive du saumon de
1l'Atlantique (Salmo salar) dans la plupart des riviéres d'Europe, le
sauon fumé est devenu un produit de luxe. Toutefois, les progrés réalisés
dans les techniques de congélation, de conservaticn et de transport ont
permis de développer une nouvelle industrie a partir des saurons du Pacifique

(Oncorhynchus) pour approvisionner le marché européen.

Des six espéces de saurons existant dans le Pacifique, nous
avons utilisé l'espéce suivante :

le saumon royal : — nam scientifique : Oncorhynchus tshawytscha

- synonymie anglo-saxonne (42) :
King,
Spring-salmon,

Chinock,

—

NOTE : (La sociét+é industrielle dans le cadre de laquelle les expérimentations

ont été réalisées utilise les différentes espéces dans les proportions suivante

. Saumon royal : Oncorhynchus fshawyfscha 60 %
. Saumon nordique : Salmo salar 20 %
(= saumon d'élevage)
. Autres espéces : 20 %
Saumon keta : Oncorhynchus keta
Saumon argenté : Oncorhynchus kisutch
Saumon rosé : + Oncorhynchus gcrbuscha
Saumon rouge : Oncorhynchus nerka

Saumon japonais : Oncorhynchus masou)
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- diagnose :
. rayons principaux de la nageoire anale : 14 3 19
. rayons principaux de la nageoire dorsale : 10a 14

. rayons principaux des nageoires pelviennes : 10 ou ll

. rayons principaux des nageoires pectorales : 14 3 17

- origine : le saumon royal se rencontre dans 1'Océan
Pacifique (rarement dans 1'Océan Arctique) et dans les mers de Behring,

d'Okhotsk et du Japon) .

- étymologie : Oncorhynchus : museau croche ;

tshawytscha : nam vernaculaire de cette espéce dans le Kamchatka.
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5, FUMOIR

I1 s'agit d'un fumoir horizontal statique de marque AFOS
(FIGURE 1).

les saumons, qui ont au préalable subi les opérations de
décongélation, salage et séchage (Cf. ANNEXE 1), sont placés & plat sur

des "raques" (= chariots) que l'on roule & l'intérieur du fumoir.

5.1. Generateur de fumée

Nous avons utilisé de la sciure de bois durs contenant au
minirum 80 % de hétre, le reste provenant de chéne, de fréne, et d'ome.

Cette sciure est stockée dans un bac muni d'une griffe mélangeuse.

Par ailleurs, un conduit a l'arriére du générateur de fumée

aréne de l'air sous le foyer.

5.2, Cellule de fumage

La fumée produite dans le générateur est introduite dans la
cellule de fumage par un conduit sur lequel est ménacg® un registre qui per-
met 1'introduction d'air. Aprés son passage dans les €léments chauffants
réglés par un thermostat, la circulation du mélange air-fumée est activée
par un ventilateur électrique. A l'extrémité du ccnduit, la fumée descend
dans une conduite latérale et diffuse dans la chanbre de fumage a travers
un mur diffuseur & fentes réglables disposées pour débiter horizontalement

des volumes égaux de fumée sur le poisson. Quand la furée est passée sur les
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denrées exposées, elle quitte cette chambre par une seconde série de fentes :
une partie est rejetée par une cheminée, ce qui reste étant remis en cir-

culation.

5.3, Réealfages

- Densité de fumée :

Le taux de fumage est approximativement proportionnel a
la densité optique de la fumée (20), il est donc important de pouvoir régler
cette densité.

En modifiant la quantité d'air admise pour la corbustion
du bois, on cbtient une fumée plus ou moins épaisse. Elle sera d'autant plus
dense que l'oxydation sera faible, ce qui revient a diminuer au maxirmmr la
quantité d'air admise ; mais dans ces conditions, on risque d'cbtenir une
distillation du bois entrainant la production d'une fumée grisdtre riche en
goudrons et en acides qui domnera au poissonh une coloration trop intense et

une saveur désagréable, amére ou acide.

La technique employée permet d'éviter ces désagréments en
réalisant un tirage foreé :

. la gquantité d'air admise est facilement réglable,

. la sciure est brassée par une griffe : elle se consume
continuellement et du corbustible nouveau est introduit en permenence dans

le foyer ; les cendres et les parties carbonisées sont évacuées.

Néanmoins, la densité de fumée, qui est constante dans une
expérience donnée, peut présenter des variations d'une expérience a une autre,
compte~tenu des nombreux facteurs dont elle dépend. Ceci est & considérer

dans l'interprétation des résultats.
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- = Température de la funée :

Des systémes de thermostats, de chauffage de la fumée et
d'arrivée d'air frais permettent de contrSler constamment la température
et de la maintenir au degré voulu : 18° C dans la cellule de fumage (fumage

a froid).

- Bumidité de la furée :

La fumée devrait &tre théoriquement séche de fagon a
absorber au passage une certaine quuntité de 1'humidité restante du poisson
et parfaire son séchage. D'aprés LE QOOPER (33), le séchage se poursuivra
en méne temps que le fumage si 1'humidité relative de la fumée dans le
fumoir est inférieure & 70 .

Il a été reconnu avantageux de récupérer les fumées aprés
leur passage dans le fumoir et de les refaire circuler dans l'appareil. Il
convient cependant avant de les mettre en circuit de les mélanger avec de
1l'air pour diminuer 1'humidité dont elles ont été chargées au contact du

poisson.
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Figure 1 ; Fumoir horizontal statique "AFOS".
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. TECHNIQUES DE DENOMBREMENT ET D' IDENTIFICATION

6.1, Techniques de dénombrement

6.1.1. Dénombrement des bactéries aérobies :

Cette technique convient & la fois aux micro-organismes
aérabies stricts et aux aércbies-anaérobies facultatifs. Elle comporte

plusieurs opérations (5) :

. On dépose dans un mixer (type Waring = 20 000 tr/mn a
vide) : 10 g du produit & analyser + 90 ml d'eau peptonée. (Avant d'effec—
tuer le prélévement de 10 g sur le filet de saumon, la surface est passée
a la flamme).

. Ces manipulaticns étant effectuées aseptiquerent, on

broye le mélange pendant 1 minute.

. Pour permettre la revivification des cgemmes, cette sus-
pension au 1/10e est maintenue 30 minutes & la température du laboratoire (ou

quelques heures @ une température inférieure 3 8° C).

= Dilutions :

. A partir de la suspension mére (diluticn lof-l) ; On

réalise une diluticn au 1/100 : 1 ml suspension mére + 9 ml diluant (eau

2

peptonée) . On agite ce tube (10 <) pour bien homogénéiser.

-« A partir de cette suspension (dilution 10_2) , on effec-

2

tue une dilution au 1/1000 : 1 ml dilution 10 < + 9 ml diluant (eau peptcnée).
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. On peut obtenir de la méme fagon les dilutions :
10’4, 107° , etc...
Toutes ces opérations sont effectufes avec du matériel

stérile, et on change de pipette pour chaque dilution.

Les bactéries nécessitent pour leur développement un
milieu de culture approprié (TABLEAU II). Il existe deux méthodes d'ense-
mencement : en profondeur ou en surface.

¥ Ensemencerment en profondeur :
B e o as

. Dans une bolIte de Petri, on dépose 1 ml de la dilu-
tion choisie du produit & examiner.

. On coule aseptiquement 15 ml environ de milieu de
culture gélosé (préalablement placé au bain-marie bouillant et maintenu en
surfusion & 45° C) et on agite doucement pour cbtenir un mélange homogéne.

On laisse refroidir jusqu'a solidification.

. Pour éviter le dévelcppement de colonies envahissantes,
on emploie généralement le procédé des "2 couches" : on coule d la surface
du milieu précédent solidifié une seconde couche de gélose (fine couche super-
ficielle).

X Ensemencement en surface : .
B e e e e T

. On fait fondre le milieu de culture gélosé et on le
coule en boites de Petri.

. Iorsqu'il est solidifié, on dépose 0,1 ml de la dilu-
tion choisie a la surface du milieu et on répartit soigneusement 1'inoculum

d 1l'aide d'un étaleur stérile.
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Quelle que soit la méthode d'ensemencement, les boites
sont retournées et mises en incubation dans des étuves (Cf. TABLEAU II :

température et durée d'incubation correspondant & chacun des milieux).

- Lecture des résultats :

On compte le narbre de colonies et il est possible, en
tenant compte de la dilution du produit ensemencé, de traduire le résultat

du dénarbrement "par 1 g du produit initial".

Il est évident qu'une colonie ne correspond pas fatalement
a la multiplication d'une seule cellule micrcbienne, toutefois le nombre de
oolenies cbservées est souvent intitulé : "nambre de bactéries", puisque

d'une maniére générale une bactérie initiale donne une colonie.

6.1.2., Dénombrement des bactéries_anaérobies :

- Le milieu gélosé est coulé en boites de Petri. L'ense-

mencement en surface s'effectue corme dans le cas des bactéries aérobies.

- Pour réaliser 1'anaérobiose, on utilise une jarre ana€robie

dans laquelle on dépose une enveloppe GASPAK (B.D Mérieux : réf. : 96.112), un
catalyseur (B.D Mérieux : réf. : 96.206) et un indicateur d'anaércbiose

(B.D. MBrieux : réf. : 96116).

Avant de fermer le couvercle, cn introduit 10 ml d'eau dans

1l'enveloppe GASP2K.

On serre & la main le vis du couvercle et on place a l'étuve

cette jarre contenant les boites de Petri (Cf£. TAELEAU II).
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- le sachet GASPAK H,—CO, renferme 2 comprimés :
. 1'un de borochydrure de sodium générateur d'hydrogéne,
. l'autre de bicarbonate et d'acide citrique générateur de gaz carbonidque.
- 1l'indicateur d'anaérobiose est constitué d'une bande de papier filtre
imbibée d'une solution de bleu de méthyléne. Au contact de 1l'air, cet

indicateur est bleu, il se décolore lorsque tout l'oxygéne est combiné a

1'hydrogéne présent.

- le catalyseur au palladium agit & température ambiante, il déclenche la

formation d'eau & partir de l'hydrogéne et de 1'oxygéne de l'air.

- La lecture des résultats s'effectue comme pour les

bactéries aércbies.

6.2, Techniques d'identigfication

6.2.1. Identification des enterobactéries :

= e e > S o o - - o S o

- Les colonies obtenues sur V.R.B.G. (gélose glucosée biliée

au cristal violet et au rouge neutre) sont cultivées dans un bouillon nutritif

pendant 24 heures a 37° C.

= Aprés centrifugation et lavage, les bactéries sont mises en

suspensicn dans 5 ml d'eau distillée stérile.

- Cette suspension permet d'ensemencer une galerie ¢'identi-

fication d'Entercbactéries (Systéme API 20 Entercbacteriaceae - réf. : 2010).

- La galerie ensemencée est placée a 1l'étuve a 37° C. La

lecture s'effectue aprés 18 & 24 heures d'incubation.
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(Remarque : le passage sur bouillon nutritif se révéle nécessaire lorsque
les entérobactéries ont été isolées du saumon fumé ; elles présentent une
longue phase de latence préjudiciable & la détermination sur les galeries

d'identification. Cette opération permet d'éviter cet inconvénient).

- Les colonies cbtenues sur la gélose de Rogosa sont repi-

quées sur milieu M.R.S. complet et placées 24 heures a 1l'étuve a 30° C.

- Aprés centrifugation (15 minutes & 2000 tours/rm), on lave

le culot dans 10 ml d'eau stérile. On centrifuge & nouveau.

- Le surnageant est €liminé et le culot est remis en suspen-

sion dans 2 ml de M.R.S. identification a 30° C.

- Dans des tubes contenant 10 ml de milieu M.R.S.-identifica-
tion, on ajoute autant de gouttes de cette suspension dense qu'il est néces-
saire pour cbtenir une opacité située entre les tubes 2 et 3 de l'échelle de
Mac Farland.

- Avec cette nouvelle suspension, on remplit alors les tubes

de la galerie d'identification des Lactcbacilles (Systéme API 50 Lactcbacillus

réf. 5020).
- La galerie est placée dans une étuve & 37° C et les résultats

sont notés aprés 3, 6, 24 et 48 heures.

- Pour 1l'interprétation des résultats, on se reporte aux

travaux de PAULE (44).
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(Remarque : lorsqu'cn n'cbtient pas de trouble du M.R.S. complet en 24 heures,
notamment lorsque les bactéries proviennent du produit fumé, on repique une

nouvelle fois sur M.R.S. camplet jusqu'd l'cbtention d'un trouble en 24 heures)

6.2.3. Identification des anaérobies :

- Il inporte, avant d'effectuer 1'inoculation de la galerie,

de vérifier :

. la pureté de la souche, (isolement sur gélose type V.L.
incubation en anaérochiose) ;
. le caractére anafrcbie, (isolement sur gélose type V.L. :

incubation en aérchiose).

- A partir de la gélose incubée en anaérobiocse, on réalise

une suspension dans le tube de milieu API 20 A, ce en maintenant une anaéro-

biose aussi stricte que possible, -

- On ensemence la galerie d'identification des anaérobies

(Systéme API 20 Anaérobies - réf. : 2030).

- Les galeries sont placées en jarre anaércbie dans une étuve

& 37° C. la lecture est effectue aprds 48 heures d'incubation.

(Remarque : dans certains cas, les bactéries ont été cultiv@es sur milieu de
Rosenow avant l'isolement, ce milieu &tant particuliérement favorable au d&-

veloppement de la flore anaércbie).
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7. TECHNIQUES D'EXPOSITION DES RACTERIES A L'ACTION DE LA FUMEE

R I I I T I

les boites de Petri sont exposées a l'intérieur du fumoir
décrit précédemment (II - 5), dans la partie inférieure du conduit d'évacua-
tion de la furée (FIGURE 1 : au niveau de la porte d'accés au conduit d'éva-

cuation).

7.1. Procédis permettant L'action dinecte

7.1.1. Cas des bactéries ensemencées en profondeur

Une suspensicn bactérienne (Escherichia coli) répartie de

facon hormogéne dans une boite de Petri est soumise & l'action de la fumée ;
pour éviter la dessiccation des bactéries, une couche de gélose blanche est
préalablement coulée dans le fond de la boite. Aprés l'exposition dans le
four, un prélevement est réalisé a la surface de la gélose pour étre réense-
mencé dans wn milieu de culture approprié. La comparaison des dénonbrements
effectués 3 partir des boltes ayant subi ou non l'exposition dans le four

perret d'apprécier l'action de la fumée sur les bactéries.

A. On coule dans une boite de Petri une couche de gélose
blanche.
_ B. On dépose en surface 0,3 ml d'une suspension d'Escherichia

coli, et on 1'étale sur toute la surface.

C. On expose ces bactéries & l'action de la fumée pendant une

durée déterminée (variant généralement de 1 minute & 35 minutes).
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D. On lave la surface de la gélose avec 2 ml d'eau salée

stérile 3 10 °/oo et on gratte la surface.

E. Cette nouvelle suspension est enserencée dans une couche
de milieu de culture (milieu sé€lectif ou milieu minimum) + une couche super-

ficielle et cette boite est placée & 1l'étuve.

La technique présente des analogies avec la précédente, mais

le mode opératoire subit quelques nodifications :

A. On coule une couche de gélose de Baird Parker dans le fond
d'une boite.
B. On dépose en surface 0,3 ml d'une suspensicn de

Staphylococcus aureus que l'on étale.

C. On souret comme précédemment ces bactéries & 1l'action de
la fumée.
D. Puis la gélose ensemencée est mise en incubation directe-

ment aprés l'exposition.

Il importe de préciser que par ce procédé, les bactéries sont
soumises non seulement a l'action directe de la fumée pendant 1l'exposition,
mais &galement a l'action des constituants de la fumée qui se sont concentrés

dans la gélose et qui conditionnent leur développement pendant 1l'incubation.
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7.2, Procédes permetiant L'action indinecte

7.2.1., Cas des bactéries ensemencées en profondeur :

A, On coule une couche de g€lose blanche dans une boite de
Petri.
B. On la soumet & l'action de la fumée pendant une durée dé-

terminée (variant généralement de 1 minute & 35 minutes).

C. On dépose 0,5 ml d'eau salée stérile pour éviter un contact
direct des bactéries avec la surface ol la concentration en substances enpy-

reumatiques est élevée.

D. On dépose 1 ml d'une suspension d'Escherichia coli.

E. On coule une couche de milieu (milieu sé€lectif ou milieu

minimum) en agitant + une couche superficielle, et cette boite est placée a

1'étuve :
3 1 : couche soumise 3 la fumée
\
2 —F } ! 3 2 : couche contenant les bactéries
1 -

3 : oouche superficielle

Ainsi, les bactéries sont soumises & l'action des composants
de la fumée qui se sont concentrés dans la couche inférieure 1 et qui ont

diffusé pendant l'incubation dans la couche supérieure 2 :

=~ la couche inférieure de g€lose est exposée pendant une
durée déterminée a l'action de la fumée, la concentration de la gélose en

-~

substances empyreumatiques est proportionnelle a cette durée d'exposition ;
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- la durée d'action de la furée sur les bactéries est
constante puisqu'elles subissent pencant toute 1'incubation 1'influence
de la fumée concentrée dans la gélose, le facteur variable est ici la

oconcentration de cette couche inférieure.

7.2.2, Cas des bactéries ensemencées en surface :

- —— — — o — g

La technique présente quelques différences par rappcrt
au cas précédent :
A. On coule une couche de gélose de Baird Parker dans le

fond d'une boite.

B. On l'expose & l'action de la fumée (comme précédemment).

C. On dépose en surface 0,3 ml d'une suspension bactérienne

que 1l'on étale. Cette gélose ensemencée est alors mise en incubation :

2 1 : couche somise & la fumée

1 :Eﬂm—gg-—-} 2 : suspension bactérienne &talée

aprés exposition de la gélose

Ainsi, la seule couche de gélose utilis@e a un double r&le :
. elle concentre les substances empyreumatiques ;

. elle constitue le milieu de culture permettant la croissance des bactéries.
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8, TECHNIQUE DE DETERMINATION DE L’'ACTION BACTERICIDE

e N I R  —

P I Y

Des suspensions d'Escherichia coli sont exposées & l'action

directe de la fume. Mais parallélement & une manipulation effectuée selcn
la technique décrite précédemment (II - 7.1.1.), une autre manipulation est
effectuée avec des bactéries qui sont filtrées et lavées entre leur exposi-

tion dans le fumoir et leur enserencerment dans un milieu de culture.

- Dans 2 séries de belites de Petri, on coule une couche de

gélose blanche (série 1 : 9 boites - série 2 : 4 bolites).

- On dépose 0,3 ml d'une suspension d'Escherichia coli et

on étale.
=~ On soumret ces bactéries a la fumfe pendant les terps suivant
Série 1:0 ., 2' . 4' ., 6'.8', 10", 15", 20", 25

Série 2: . 10' . 15' , 20' . 25

- On lave ensuite la surface de la gélose avec 2 ml d'eau

peptonée stérile et on gratte la surface.

- A ce niveau, les deux séries de boites sont soumises a
des opérations différentes :
Série 1 : récupfration des bactéries et ensemencement selon la technique nomma

Série 2 : récupfration des bactéries, filtration, lavage et ensemencement :
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. La suspension, constituée par les 2 ml d'eau peptonée
qui ont permis de reprendre les bactéries aprés leur exposition, est versée

dans le godet d'un filtre équipé d'une membrane de 0,45 microns de porosité.

. On verse 100 ml d'eau peptonée dans le godet pour laver

les bactéries retenues par la membrane et on filtre sous vide.

. On enléve la membrane filtrante et on procéde ainsi :

a - On la retourne & la surface d'me g€lose au
désoxycholate (boIte a) et on laisse la membrane au contact de la gélose pen-
dant 10 minutes.

b ~ Dans le but de dénombrer les bactéries qui pourraient
encore se trouver sur la membrane filtrante, on la dépose dans un tube conte-
nant 2 ml d'eau pepton€e. Aprés un contact de 10 minutes avec la merbrane,
1l'eau peptonée est incluse dans une couche de désoxycholate (boite b).

Sur les boites a et b, on dépose une couche superficielle de desoxycholate.
Les boites sont mises & incuber a 44° C. (Nombre de bactéries retenues par
la membrane filtrante et aptes 4 la multiplication : nombre déterminé sur la

boite a + norbre déterminé sur la boite b).
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9, TECHNIQUES PERMETTANT DE METTRE EN EVIDENCE L’INFLUENCE

P I R N T N

9.1. Action directe de La {fumée

Les germes sont soumis 3 l'action directe de la fumée

(IT - 7.1.1.).

Complément de technigque :

- Dans un premier cas, les bactéries exposées a la fumée
sont en suspension dans l'eau salée : 9 ml eau salée & 10 °/oo + 1 ml
suspension E. coli.
On dépose dans chaque boite de Petri (sé€rie 2) x ml de

cette dilution au 1/10e sur une couche de gélose blanche, et on étale.

- Dans un second cas, les bactéries exposées se trouvent

dans un broyat de saumon :

On broye de la chair de saumon (prélevée stérilement) avec
de l'eau salée : 50 g de sauron + 150 ml eau salée.

On ensermence ce broyat : 45 ml broya£ + 5 ml suspension
E. coli.

On dépose x ml de cette dilution au 1/10e (broyat ensemen-—
c€) dans chacune des boites de la série B sur une couche de gélose, et on

étale.

Hormis ces opérations particuliéres, la technique est analogue
a celle des expériences précédentes (II - 7.1.1.). Aprés l'exposition dans le

fumoir, les bactéries sont récupérées et ensemencées sur milieu sé€lectif.
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9.2, Action indinecte de La pumie

les bactéries sont exposées a l'action indirecte de la

fmrée (II - 7.2.1.) Y

Complément de technigue :

- Série A : les bactéries subissent l'action des substances

empyreumatiques qui se sont concentrées dans une gélose pure (g€lose blanche).

- Série B : elles subissent l'action des substances qui se
sont concentrées dans une gélose additionnée d'un broyat de sawmon et qui
sont libérées par ce milieu :

. On réalise un broyat de saumon comme précéderment ;
. On incorpore x ml de ce broyat dans une couche de gé€lose

blanche au fond de chaque boite de Petri et on homogénéise parfaitement.

. La technique est ensuite identidue a celle des expériences

antérieures.
Série A : Série B

—F 2 _E : ;
_ ¥ T + 1 _ e e e e L V-
1 : couche soumise & la fumée 1 : couche soumise & la fumée
= gélose blanche = mélange "gélose blanche +
broyat"
2 : ocouche contenant les bactéries 2 : couche contenant les bactéries
= milieu sélectif ou minimum = milieu sélectif ou minimum

3 : fine oouche superficielle 3 : fine couche superficielle
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10, TECHNIQUES PERMETTANT D'ETUDIER L’INFLUENCE DES SUBSTANCES

— e e e em s e e e e ey e e Gew G emm G ewn e e e e e e e e G e e e

— e e e e e aen e e et e e e aes e
s

les bactéries (Escherichia coli) sont soumises & l'action

indirecte de la fumée (II - 7.2.1.).

Corplérent de technique :

On réalise dans une rméme manipulation plusieurs cinétiques :
A, B, C,D, ...

- Dans la série A, les bactéries subissent l'action des
substances empyreumatiques qui se sont concentrées dans la couche inférieure
ce gélose (gélose blanche) ;

- Dans les séries B, C, D, ..., la présence de substances
ajoutfes dans la gélose inférieure & des concentrations déterminées va modi-
fier ou non l'action des constituants de la fumée qui diffusent dans la
couche supérieure. Les résultats doivent permettre d'approcher les réactions
entre les corposants de la fumée et les substances téstées qui sont des
substances constitutives du muscle, des produits de dégradation (ex : pu-

trescine) ou des éléments ajoutds au cours de la transformation (NaCl).

- On prépare x flacons de gélose blanche.
X = norbre de cinétiques réalisées dans la mérme manipula-
tion (A, B, C, D, ...).
- On ajoute dans chacque flacon une quantité déterminée de

la substance que l'on veut tester (sauf dans le premier flacon qui correspond
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au téroin : flacon 3).

- On ajoute une solution tampon dans tous les flacons, v
compris A. (tampon pH 6 : II - 3).

- On mesure le pH de chaque gélose.

- A partir de chaque flacon, on coule un navbre de boites
correspondant aux différentes durées d'exposition (ex : 0', 5', 10', 15,
20', 25', 30" == 7 boites).

- On expose les boites de chaque série & la fumée.

- La technique est ensuite identique a celle des expériences

antérieures (II - 7.2.1.).

A B C D e &0

2 e 4 2 " %
i 4
1 7 I =1 PR L =T1= ST

1. Ccuche soumise & la furée (couche inférieure) :

= GElose blanche +
substance Y ou Z de

[]Xz (+ 'IP)

|= gélose blanche (+ Tp) |= Gélose blanche +
substance Y ou 2 de
(1%, (+ Tp)

2. Couche contenant les bactéries (couche supérieure) :
= MSB, = MSB, |= MSB,

3. Fine ccuche superficielle

Remarque : L'addition d'une solution tarpon est nécessaire
lorsque la substance testée est acide ou basique. Dans ce cas, on ajoute
une solution tampen pH 6 pour reproduire au mieux le pH du sauron avant fu-
mage. (Les mesures effectuées sur des filets de sauron avant 1l'exposition

dans le fumwir ont donné une royenne de pH de : 6,1).
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1. EVOLUTION QUALITATIVE ET QUANTITATIVE DE LA FLORE

P N N —
P — e e e S S e PR

Le fumage du saumon constitue une étape importante de
son traitement, mais il subit auparavant plusieurs opérations : décongé-

lation, filetage, salage et séchage (CE£. ANNEXE 1).

Les résultats présentés ici ont été obtenus en effectuant
sur un méme filet de saumon des prélévements avant fumage et des préléve-

ments apres fumage.

1.1. Dénombrements

Ces prélévements ont permis d'effectuer des dénarbrements
norkre de bactéries avant fumage , ce chiffre
nombre de bactéries aprés fumage

correspondant au taux de réduction du nombre de bactéries lors du fumage.

et d'établir le rapport :

1.1.1. Résultats

- Les résultats portés dans les tableaux de 1'ANNEXE 2
(TABLEAUX 1 & 7) correspondent & dec dénombrements effectués avant et aprés
fumage sur 7 filets de saumons différents (échantillons numéros 1 & 7).

Dans chacun de ces tableaux scnt notés les narbres n; et n, :

n, narbre de prélévements effectués sur le filet avant fumage,
n, = norbre de prélévements effectués sur le méme filet aprés fumage.

- Le tableau suivant (TABLEAU IV) ne reprend que les rapports



§

ECHANTILION N°

6

7

MOYENNE

! ! ! ! ! ! !
§ ! S b3 1 ! ! ! ! §
§FI_ORE !nl = 1’12 = !nl = n2 24 !nl = n2 = 6! = n2 = 3! n1=4-n2=3 !nl = n2 = 18 !nl = n2 =16 1 }\RI’I'I‘H\’{ETIQUE §
SDENOMBREE ! ! ! ! ! ! ! ! €
§ ! ! ! ! ! ! ! ! §
; ! ! ! ! ! ! ' ! §
§ Flore mésophile totale 11,53 ! 1,75 ! 2,17 1! 3,9 ! 1,95 ! 1,62 11,69 ! 2,09 §
1 1 1 1 1 1 ] ]
g Bacilles pyocyaniques , 4,12 , 4,25 , 6,06 , 6,62 , 3,00 , - , - , 4,81 g
§ Entérobactéries ! 2,86 12,23 t 1,61 ! 0,74 ' 0,69 ! 6,33 ! 1,70 ! 2,30 §
' ! 1 ! ] ! ! ! !
g Coliformes ' 1,97 , 1,02 i 0,84 i 0,94 1 0,84 i - i - ; 1,12 g
§ Coliformes fécaux ! 1,00 ! 4,38 ! - ! 3,57 ! 3,50 ! - ! - ! 3,11 §
! ! ! ! § ! ! !
g Streptocoques fécaux 1 1,03 i 1,84 i 1,91 i 3,05 \ 0,81 i - i - | 1,72 g
§ Lactobacilles ! 4,50 1 4,11 i - ! 7,96 ! 1,29 ! 14,00 ! - ! 6,37 §
§ . . < ! ! ! ! ! 1 ! ! S
Bactéries isolées sur \ \ ; ) " 1 , _ N _ X
g Raird Parker ; 3,21 ; 14,48 : 3,46 ; 5,92 ' 2,25 ' ' ' 5,86 g
§ Anaérobies ! - ! - ! 0,44 ! 1,11} 0,40 !' 0,36 ! - ! 0,57 §
§ ! ! ! ! 1 ! ! ! §
§ ! ! ! ! §
§ Levures ! ! 1,89 ! 4,16 ! 3,02 §
! ! ! !
g Moisissures , 1 6,2 1 3,20 4,70 g
§ ! ! ! ! §

i

TABLEAU IV : TAUX DE REDUCTION DU NOMBRE DE BACTERTES DANS LE SAMON LORS DU FUMAGE

6y



nombre avant fumage

déterminés pour chaque groupe de microorganisres et
nambre aprés fumage ’ '

donne la rovenne arithméticue de ces rapmorts pour chacun des groupes

considérés,

1.1.2 gommentaires

Degré de_signification des résultats cbtenus :

- Pour déterminer le degré de sionification &, on utilise

le test de Student : test de comparaiscn de 2 moyennes observées par calcul

du coefficient de Student t aprés estimation de la variance camumne.

Les moyennes comparées sont les suivantes (Cf. Résultats
ANNEXE 2)
. Moyenne arithmétique des dénarbrerents effectués avant

fumage (dénorbrements d'un groupe de bactéries déterming) = X,

. Moyenne arithmétique des dénarbrements effectués apres

furage sur le méme filet = y.
- Pour chaque comparaiscn, on calcule le ccefficient t :
- ¥

\[inz - P 4 Ivi? -

ILa signification est trouvée dans la table de t pour le

degré de liberté:nl-i-n;_.-—?..




51

- Le degré de signification & est déterminé pour chaque
résultat, il permet de distinguer les différences significatives entre

X et ¥ (TARLEAU V) :

NS : Différence non significative au risque de 5 %, @& > 0,05)
€ : Différence significative (0,001 < &x < 0,05)
TS : Différence trés significative (x < 0,001)

- Nous avons caonstaté que lorsque 1'échantillonnage est
relativerment faible (3, 4, 6 ou 7 déncmbrements effectués avant et aprés
fumage sur le méme filet), la comparaison des moyennes cbservées ne permet

de déceler au risque de 5 % que peu de différences significatives.

Pour un échan*illonrage plus important (24 dénorbrements),
1'analyse statistique fait généralement apparaitre des différences signifi-

catives entre les noarbres de bactéries présents avant et aprés fumage.

Sensibilité des différents groupes de bactéries a 1l'action de la fumée :

- Il importe tout d'abord de faire deux remarques concernant

les groupes de bactéries dénambrées :

. Toutes les colonies observées sur gélose de Baird Parker

ont ét& comptées, il s'agit de bactéries gram + : Staphylococcus, Micrococcus

et éventuellement Bacillus. Les caractéristiques des colonies ne permettant
pas d'effectuer facilement la distinction entre ces genres, le dénombrement

a porté sur la totalité des colonies, ce qui représente un enserble hé&térogéne.

. Ie groupe des "anaérobies" correspond ici d la fois a



§ FCHANTILLON N° ° 1
gFLORE p ! , 2 S !
DENOMEREE n, =n, = 7! t .4 :
§ P2 iny =np =24 | n, = 6fn ! > f 6 ! !
§ ! , ! 2 ;l“n2=3!n=4-n=3; _ L7 | vovewE DEs ¢
§ Flore e l ! . ) t my=4np=3 In) =n; =18 ! ' e
g ore mésophile totale . ! ' ] ' ! 2 ;1’11 =n, =16 "I;\IUOX DE REDUC—§.
§ X NS 1 s ' 1 ’ ! ; ! N S et TS g
 Bacilles pyocyaniques ; L7 ! NSOLos s : s : 5
§ ence A . e §
ntérobactéries i 4,25 H g . :
§ éries | < : 125 6,06 : 6,62 1 NS : - ! : 2,86 g
N H [ad - il - - -
§ corif ! 2,86 ! s ! NS ! ! ! : ! §
§ iformes 1 : 2,23 | : NS ! NS | ! | 5,64 §
§ I S : y ! 1 : TS ! . !
? colifomes £ L1, r B o L oms : ' 6,33 ! NS : g
§ écaux i NS : ! : ‘ ! N§ . - ! X 3,8 §
S Strepto ! AP - : ! ! ! g
§ ptocoques fécaux ! NS 1 4,38 ! ' NS ! NS I ! ! 1,97 §
o J T N R S A :
8 actobacilles \ ! 1,8 | : NS ' NS ! 1 : 4,38 g
: NS 1 : ! . ! - ' ! !
- TS . - - -
g Bactéries isolées sur : o4l : T S : NS : : ! 1,84 g
g Baird Parker ! S ! ! : 7,96 ! oIS ! - : '
& Anadrobi 1 5 . s ! ' ! 14,00 | ! ;
; fnacrobies 32, 148 36 e I 8,69 :
S LT - : A6y 5,92 | P - ! ' g
. ! ¢ S ! ° ! . !
! 0,44 ! NS ' S ! NS ! i 6,76 §
— ] i -
S 0,40 ! \ ! g
g Tevures : _ ! 0,42 §
§ !
§ Moisissures ' !
§ ey ! ! S oo :
R : 1 4,16 |
TABLFAU V : Lo L :
[La significati °S OBSERVEES AVANT ET i 20 ! 4,70
Ies taux d ion des résultats e APRES FUMAGE ‘ 5
e réduction sont reur:'St exprimée par S (signifi
bk A T oo e b i
s sont significati ificatif), NS ( .
a2 ves o - 14 non si i .
u tres Signi:f:'J'.catives‘?:il ficatif)

44
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des bactéries anaérobies strictes et a certaines bactéries aérobies - anaé-
rcbies facultatives, puisque toutes les colonies cbtenues sur milieu V.L.
en jarre anafrobie ont &té dénombrées sans qu'il soit possible de déterminer

précisément le type respiratoire de chacune des colonies.

- En observant les taux de réduction (TABLEAU V : moyennes

des taux de réduction) des différents groupes de bactéries du sauon lors
‘du fumage, on constate que, excepté les "anaércbies", tous les groupes de
bactéries (ainsi que les levures et les moisissures) subissent a des degrés

divers une certaine ré&duction :

StreptocOqUesS Devesssescasasensess 1,84
Coliformes.vsseescsceacocscsnassees 1,97
Entérobactéries..ieceercecscaceees 3,80
Coliformes féCauXieeeeeeeeecrossss 4,38
Bacilles pyoCyanigueS..ceeeescesss 5,04
Bactéries isolées sur Baird Parker 6,76

LactobaCilleS|u..n.-onn-o--oooouoo 8’69

Les coliformes et les coliformes fécaux étant compris dans
le groupe des entérobactéries, nous cbtenons le classement suivant (sensibili-
té croissante) :

1° Streptocoques Deveeeeseceecccecaes 1,84
2° EntérobactlrieS..seseesssscesssess 3,80
3° Bacilles pDyoCyaniqueS...cceseeeess 5,64
4° Bactéries isolées sur Baird Parker 6,76

5° LactohacilleS.eeeeeceescecescscaes 8,69

(I1 est & remarquer gue les taux obtenus en effectuant la moyenne de tous

les résultats, significatifs ou non, conduisent au méme classement).



Importance des différents groures par ravport & la flore aércbhbie mésorhile

totale :

Pour le saurmon non fumé (N.F) et pour le sauron fumé (F), ont
été établis les pourcentages des différents groupes de bactéries par rapport

a la flore totale, ce pour chacun des filets analvsés : échantillons 1 & 7

(TABLEAU VI).
§ : ! ! ! ! ! ! ! ! §
§  ECHANTILLONS !'1 Y 2 ! 3 1 4 ! 5 1! 6 ! 7 | MVYENNES §

! ! ! ! ! ! ! !

] i } 1 ] ! t !
§ Bacilles Pyocyaniques! ! ! ! ! ! ! ! §
§ N.F !O,06!2,59!5,49!2,81!0,80! ~ ! - ! 2,35 g
§ F lto02!1,06!1,97!1,69'0,52! - ! - ! 1,05

1 1 \ 1 1 1 1 r
{ Entéropactéries ;. 4 bbbt 3
g N.F  ,6,98,2,48,3,31,1,36,1,21,0,44,3,04, 2,68 €
§ F o 13,72,1,93,4,45,7,30,3,42,0,11 3,04, 3,42 ¢
§ Streptocoques fécaux! ! ! ! ! ! ! ! §
§ N.F 12,30!3,28!4,66!0,80!1,26! - ! - ' 2,46 §
§ F 13,40!3,12!5,29!11,05!3,03! = ¢ - 1 3,17 §

. ! ! ! ! ! ! ! !

g Lactchacilles | 1 : | 1 1 1 : g
g N.F o ,6,57,8,20, - ,2,74,2,52,0,72] - | 4,15 7}
g F 12,23,3,48, - ,1,37,3,82,0,08, = | 2,19 R
§ Bactéries isolées ! ! ! ! ! ! ! ! §
§ sur Baird Parker ! ! ! ! ! ! ! ! §
§ N.F!1,29!7,12!3,37!4,08!1,36! - ! - ! 3,44 §
§ F lo,61!0,86!2,12!2,75!1,18! - ¢ T ¢ 1,50 §
§ ! ! ! ! ! ! ! ! §

TABLEAU VI : POURCENTAGES DES DIFFERENTS GROUPES DE BACTERIES PAR RAPPORT A
LA FIORE AEROBIE MESOPHILE TOTALE

- Ces chiffres nous permettent de classer les groupes de bac-

téries par ordre d'importance décroissante :-

N
(\._ RERRS
~

—e
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Saumon non fumé Saumon fumé
1 Lactobacilles Entércbactéries
2 Bactéries isolées sur B.P. Streptocoques fécaux
3 Entércbactéries Lactobacilles
4 Streptocoques fécaux Bactéries isolées sur B.P.
5 Bacilles pyocyanicues Bacilles pyocyaniques

L'importance relative de ces groupes varie au cours du

fumage, ce qui correspond aux observations faites antérieurement :

. Les lactcbacilles et les bactéries isolées sur Baird
Parker constituent la flore dominante du saumon avant fumage, rais ces
bactéries étant les plus sensibles & l'action de la fumée, cette flore

est relativement moins irportante dans le saumon fumé ;

. A 1l'inverse, les entércbactéries et les streptocoques D
compte~tenu de leur moindre sensibilité 3 l'action de la fumée, constituent

la flore majeure aprés fumage ;

. Les bacilles nyocyaniques ayant une sensibilité moyenne &
l'action de la fumée correspordent & la flore mineure dans le saumon fumé

ou non.

- La same des pourcentages des différents groupes représente :
15,08 % de la flore totale dans le saumon avant fumage,

11,33 % de la flore totale dans le saumon fumé.

Si 1'on s'en tient @ ces chiffres, 85 % des germes environ

ne seraient pas considérés. Dans le hut de déterminer la nature des bactéries
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du sauron fumé, des colonies prélevées sur des boites de P.C.A. (cultivées
24 heures sur bouillon nutritif, centrifugées, lavées, et ensemencées sur
différents milieux de culture : TABLFAU II) ont été identifiées, les résul-

tats sont présentés dans le TABLEAU VII

§ ! ! ! ! ! ! §
§ Boite de P.C.A. n° : ! 1! 21 31! 415 ! Total §
§ ! ! ! ! ! ! §
§ ! ! ! ! ! ! §
§ ! ! ! ! ! ! §
§ Gélose sélective pour bacilles ! ! b, ! IR )
§ pyocyaniques [ T | ! §
§ ! ! ! ! ! ! §
§ Geélose V.R.B.G. 110119y 42 17 §
§ ! ! ! ! ! ! §
§ GElose B.E.A. 12t - 11! 2151 10 §
§ ! ! ! ! ! ! §
§ Gélose de Rogosa 12111111141t 9 §
§ ! ! ! ! ! ! §
§ GElose de Baird Parker 121 -1 - 11 111! 14 §
§ ! ! ! ! ! ! §

TARLEAU VII : NOMBRE DE COLONIES PRELEVEES SUR UNE GELOSE P.C.A. APTES A SE
DEVELOPPER SUR UN AUTRE MILIEU DE CULTURE

Sur les 75 colonies repiquées, 48 ont permis d'cbtenir de
nouvelles colonies sur 1'un ou l'autre des milieux gélosés ensemencés (5 des

suspensions bactériennes ont poussé & la fois sur B.E.A. et sur B.P.).

Ainsi, parmi les colonies cbtenues sur P.C.A. & partir du

sauon fumé

. 64 % correspondent & un des groupes considérés précédemment,

. 36 % n'ont pas donné de nouvelles colonies sur les milieux

correspondants.
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On constate donc que dans les 88,66 % de germes qui n'é@taient
pas identifiés dans le saumon furé, une partie importante correspondait
néanmoins a ces groupes de bactéries, il semblerait par conséquent que les

techniques utilisées nous ont amenés a les dénombrer par défaut.

Pour déterminer la nature des germes non identifiés (36 %),
une étude plus approfondie serait nécessaire. les résultats précédents nous
ont toutefois permis de réduire le taux de germes indéterminés dans le saumon
furé de 88,66 % a 36 %, et si nous avons négligé un groupe daminant dans

cette flore, son importance s'en trouve ainsi limitée.

Ce travail a permis une approche e la bactériologie du

saumon furg, mais ceci ne constituait pas le but essentiel de notre étude.

1.2, Tdentigications

Parmi les bactéries isoclées lors des dénorbrements, un
certain nombre ont €t€ identifiées selon les techniques décrites précédem—

ment (II - 6.2.).

1.2.1. Résultats

mzézol_oas@zéis. :

7

// - Les identifications d'Entérobactéries provenant du saumon

fumé et isolées sur V.R.B.G., ont donné ces résultats :
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sur 22 souches identifiées : 11 Enterobacter acglorerans,

7 Entercbacter cloacae (ou Serratia licuefacie

1 Enterobacter hafniese,

1 Proteus vulgaris,

1 Proteus morganii,

1 Citrobacter freundii.

-~ Des identifications ont &té réalisées & partir de souches

isolées du saumon & d'autres étapes de sa transforration (ANNEXE 1) :

. sur 4 souches provenant du saumon décongelé et fileté :

3 Enterchacter agglcrerans,

1 Enterchacter clcacae.

. sur 6 souches provenant du sauron salé et séché :

4 Enterchacter agolarerans,

2 Serratia marcescens.

Lactobacilles :

- Em e e me e e

20 souches de Lactobacilles provenant du saumon fumé et

isolées sur Rogosa ont été identifiées :

. 13 &taient du genre lLactcbacillus dont :

6 correspondaient & un taxon particulier décrit par LABAN (31)

. 7 étaient du genre Streptococcus : Streptococcus lactis.
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Anaérobies :

Nous avons précisé précédemment que notre technique d'isole-
rent des anaérobies nous amenait & dénombrer & la fois des anaérobies stricts

et des aércbies - anaérobies facultatifs (III - 1.1.2.).

. 4 souches d'anaérobies facultatifs ont été identifiées, il

s'agissait de Streptocoques du groupe D.

. Les 4 scuches de germes anaérobies stricts identifiées

correspondaient au genre BRacteroides.

1.2.2. Commentaires

Le navbre d'identifications effectuées n'est pas suffisant
pour gque les résultats aient une valeur statistique, nous avons toutefois

des indications sur la carposition de la flore :

. La flore daminante des Entérobactéries est constitude

par le genre Entercbacter ;

. Les Lactobacilles sont représentés par le genre Lactcba-

cillus pour les 2/3 et par le genre Streptococcus pour 1/3.

. Les anaérobies stricts identifiés correspondent & des

bactéries gram du genre Bacteroides.
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2, SENSIBILITE DES BACTERIES A L'ACTION DE LA FUMEE

2.1, Action dinecte de La fumée

Une suspension bactérienne correctement &talée dans une
bolte de Petri est exposée directement & l'action de la fumée pendant des
durées variéés. Ie nonbre de bactéries survivantes est déteminé pour cha-

que durée d'exposition.

2.1.1. Escherichia coli (II - 7.1.1.)

2.1.1.1, Milieu sélectif :

Nous avons effectué les ensemencerents dans la gélose au
désoxycholate. les résultats des déncrbrements sont présentés dans le ta-

bleau suivant :

§ ! ! ! ! ! ! ! ! 1§
§ Durée d'exposition (minutes)! O ! 1 ! 2 ! 3 ! 4 15 1 6 ¢t 7! 8§
§ ! ! ! ! ! ! ! ! 1§
§ ! ! ! ! ! ! ! ! 1§
§ N. de bactéries vivantes 11100! 900 ! 510 ! 520 ! 636 ! 418 : 463 : 368 : 152§
! ! ! ! ! ! ! ! !
g ! ! ! ! ! ! ! ! —35
1 1 I |
gDuréed'exposition (minutes); 9 1011 t 12413 %14 tas et 17§
§ ! ! ! ! ! ! ! ! J—
1 .1 1 1 { ] ! | !
§ N. de bactéries vivantes 54,472 7199 68 1587148 ;194,218 O §
§ ! ! ! ! ! ! ! ! 1Y §
§ ! ! ! ! ! ! ! ! 1§
) ! ! ! ! ! ! ! ! ! 8§
§ Durée d'exposition (minutes)! 18 ! 19 1 20 1 21 1 22 1 23 1 24 125 : g
§ ! ! ! ! ! ! ! ! !
§ ! ! ! ! ! ! ! ! 1§
§ N. de bactéries vivantes ! 4 135 1501129!51! 0 !3¢! 0! §
§ ! ! ! ! ! ! ! ! ! §

TABLEAU VIIT : VARIATIONS DE IA POPULATION VIVANTE D'ESCHERICHIA COLI (DETER-
MINEE PAR ENSEMENCEMENT DANS LA GELOSE AU DESOXYCHCIATE) EN
FONCTION DE LA DUREE D'EXPOSITION A L'ACTION DE LA FUMEE.
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Des expériences identiques ont &été effectuées en exposant
simultanément 3 1'action de la fumée des bactéries en norbres différents.,

Les résultats sont portés dans le TABLEAU IX,

§ ! ! ! ! ! ! ! ! §
§ Durée d'exrosition (minutes) ! O ¢ 5 ¢t 10! 15120 ¢ 251 30 ¢ 35§
§ ! ! ! ! ! ! ! 1§
§ ! ! ! ! ! ! ! 1778
§ N. Ge bactéries vivantes 190 13 ¢+ 8! o! -t =1 -t = §
§ ! ! ! ! ! ! ! 1§
§ ! ! ! ! ! ! ! ! §
§ 11000 ! 198 11061 22! 8 ! O ! -} =~ §
§ ! ! ! ! ! rot 1§
§ ! ! ! ! ! ! ! ! §
§ 11000012640 | 920 | 320 1114 ! 54 L 18 ! O §
§ ! ! ! ! ! ! ! 1§

TABLEAU IX : VARTATIONS DES POPULATIONS VIVANTES D'ESCHERICHIA COLI (DETER-
MINEES PAR ENSEMENCEMENT DANS LA GELOSE AU DESOXYCHOLATE) EN
FONCTION DE LA DUREE D'EXPOSITION A L'ACTION DE LA FUMEE.

les cinétiques de survie des FIGURES 2 et 3 illustrent les

résultats présentés dans les TABLEAUX VIII et IX.

2.1.1.2. Miliev minimum :

les bactéries qui ont gardé, aprés leur exposition & l'action
de la fumée, leur pouwvoir de multiplication ont donné dans le milieu MSB1

g€losé des colonies dont le norbre est porté dans le TABLEAU X.
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! t ! 1 | ! !
gourée d'exposition (minutes) . 0 - 1 + 2 + 3 ‘' 4t 5t g g
§ ! ! ! ! ! ! ! §
1 1 ! 1 1 ! !
gN. de bactéries vivantes y 145 | 150 ; 165 ; 116 ; 126 ; 113 , 107 g
§ ! ! ! ! ! ! ! §
! ! ! ! ! ! !
§ ! ! ! ! ! §
§ Durée d'exposition (minutes) ! 7 ¢! 8 ! 9 ! 10! 11! 12! 13 g
! ! ! ! ! ! !
§ ! ! ! ! ! ! ! §
EN. de bactéries vivantes 1113 ! 85 ! 109 ' 102! 51! 36! 46§
! ! ! ! ! ! ! §
! ! ! ! ! ! ! 5
§ < s . ! ! ! ! ! ! ! §
§Du.r:ee d'exposition (minutes) ) 14 | 15 ;16 | 17 | 18 | 19 i 20§
§ ! ! ! ! ! ! ! §
§ - . ! ! ! ! ! ! ! §
§N. de bactéries vivantes | 33 1 7 1 4, 10, 1 3 O§
§ ! ! ! ! ! ! ! §

TABLEAU X : VARIATIONS DE LA POPULATION VIVANTE D'ESCHERICHIA COLI (DETER=-
MINEE PAR ENSEMENCEMENT DANS LE MILIEU MSB 1 GELOSE) EN FONCTION
DE LA DUREE D'EXPOSITION A L'ACTION DE LA FUMEE.

Les résultats collectés dans le TABLFAU XI ont été cbtenus
dans les mémes conditions, mais avec différents narbres de bactéries soumis

d l'action de la fumée.

25

o

10 15

N
(@]

Durée d'exposition (minutes)

:

N. de bactéries vivantes 2040 ; 500

.

5.107, 2.107; 5600 950 25

17000 360 | 65

- Bm b= b Gem b= fme b B 4

, 2060

150002720 | 750

Som b= b g Bm G B G o= bem Pem fme S G B
—
=N
O

Sm e Bom f= G G B b S fom o S b G fme

A=m fo Qfom §=¢ Qfom Geum QGum fom See= fum — P s Jem B
oo
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Lo LONLOY NI LOI O LN LD tON WO Lo e

TABLEAU XI : VARIATICNS DES POPULATIONS VIVANTES D'ESCHERICHIA COLI (DETER-
MINEES PAR ENSEMENCEMENT DANS LE MILIEU MSB 1 GELOSE) EN FONCTION
DE LA DUREE D'EXPOSITION A L'ACTION DE LA FOMEE.

O
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les résultats des dénombrements présentés dans les
TABLEAUX X et XI ont permis d'établir les cinéticues représentées sur

les FIGURES 4 et 5.

© 2.1.2. staphylococcus_aureus (IT - 7.1.2.)

En soumettant & l'action directe de la fumée une culture

pure de Staphvlococcus aureus, nous avans obtenu les résultats portés dans

le TARIEAU XIT.

§ ! ! ! ! ! ! §
§ Durée d'exposition (minutes) ! ©o !} 2 ¢ 4 ! 6 ! 8 ! 10 §
§ ! ! ! ! ! ! §
§ ! ! ! ! ! ! §
§ N. de bactéries vivantes ! 291 !} 273 ! 135! 179! 71 ! 55 g
§ ! ! ! ! ! !

§— ! ! ! ! ! ! §
§ A . . ! ! ! ! ! ! §
§ Durée d'exposition (minutes) , 12 ; 14 ; 16, 18, 20 ; 22 g
§ ! ! ! ! ! ! §
§ . ! ! ! ! ! ! §
= N. de bactéries vivantes , 48, 22 , 18, 27, 2 ; O §
§ ! ! ! ! ! ! §

TABLEAU XIT : VARIATIONS DE LA POPULATION VIVANTE DE STAPHYLOCOCCUS AUREUS
(DETERMINEE PAR ENSEMENCEMENT SUR IA GELOSE DE BAIRD PARKER)
EN FONCTION DE LA DUREE D'EXPOSITICN A L'ACTION DE 1A FUMEE.

Ces numérations ont permis d'établir la cinétique de survie

d'une population de Staphylococcus aureus exposée 4 1'action directe de la

furge (FIGURE 6).

2.1.3. Commentaires

On peut constater sur les FIGURES 3 et 5 que les cinétigues

de survie de populations d‘'Escherichia coli (en log) soumises & l'action

directe de la fumée sont ratérialisées par des droites :
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log N = £ (t)

Nombre de bactéries survivantes (€chelle logarithmique)

D = temps nécessaire pour détruire
90 % des germes présents

R N Durée d'exposition (minutes)

Ces cinétiques peuvent &tre comparées & celle qui exprime
le logarithme du nombre de bactéries survivantes en fonction de la durée

d'un traitement thermicue (45).

Des résultats présentés dans les TABIEAUX IX et XI, il est
possible de dégager une loi expérimentale :

pour une densité de fumée donnée, le nombre de bactéries
qui survit d l'exposition directe & l'action de la fumée décroit de fagon

exponentielle en fonction de la durée d'application de ce traitement.

Expression mathématique de cette loi :

. Soit No : nombre de bactéries vivantes initialement présentes,

N : noarbre de bactéries vivantes aprés une exposition & l'action

de la fumée d'une durée t ;



. pour une densité de fumée constante dans le furoir :

lcg No - log N "
t D
ou log No . .t
N D
D étant constant : log No est une fonction linéaire de t.
N

§ ! ! ! ! ! ! ! §
gDurée d'exposition (minutes) ! O ! 5 ! 10! 15! 20! 251! 30 §

! ! ! ! ! ! ! §
§ ! ! ! ! ! ! ! §
§ No ! 1 15,051 09,43145,45! 125 | - | - §
§ ~ ! ! ! ! ! ! ! §
§ N ! ! ! ! ! ! ! §
§ ! ! ! ! ! ! 1 §
: | 1| 3,78 10,86,31,25]87,71 185, 1855555
§ ! ! ! ! ! ! ! §

TABLFAU XIII : (REALISE A PARTIR DES RESULTATS DU TABLEAU IX)
VARIATIONS DES POPULATIONS VIVANTES D'FSCHERICHIA COLI EN
FONCTION DE LA DUREE D'EXPOSITION A L'ACTICN DE LA FUMEE

La FIGURE 7, effectue & partir du TABLFAU XIII, exprime :
log Mo - ¢ (t)
N
Puisque nous obtenons des droites, nous constatons que les

résultats concordent avec 1l'expression mathématicue formulée ci-dessus.

Ainsi, les cinétiques de survie des bactéries soumises a
1'action directe de la fumée sont analogues 3 celles des bactéries sourises

a tout traitement bactéricide ou bactériostatique.
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2.2, Action indinecte de La fumie

Une suspension bactérienne ensemencée dans un milieu
gélosé est soumise pendant toute son incubation (48 heures) 3 l'action
de substances empyreumatiques de concentrations variées. Le ncarbre de

bactéries survivantes est déterminé pour chacune de ces concentrations.

Il semble important de rappeler ici la remarque faite
précéderment au sujet des techniques d'exposition des
bactéries a l'action indirecte de la fumée (II - 7.2.)
dans ces expériences, la concentration en fumée est
proportionnelle & la "durée d'exposition" de la couche
inférieure de gélose (cette opération &tant réalisée
avant l'ensemencement) : ceci sera rappelé par un asté-
risque. La concentration en fumée sera donc exprimée
par la lettre c affectée d'un chiffre signifiant la

durée d'exposition correspondante (en minutes).

2.2.1. Escherichia coli (II - 7.2.1.)

2.2.1.1, Milieu sélectif :

.
’
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g Expérience n° 1

!
1
§ !
§ Concentration en ! §
p ! 0 cl c2 c3 cd c5 c6 c?7 §
fute = 1 §
! §
de bactéries | 3
N. de bactéries | gg 58 59 57 62 48 39 46 §
vivantes 1 §
! §
Co trati ! §
ncentration en |
Fe % : c8 cl0 cl2 cl4 cl6 cl8 c20 22 g
! §
. ! _ §
N. de bactéries | 3, 21 21 22 7 5 2 o §
vivantes | §
4
Expérience n° 2 |
!
1
Concentration en | el 2 o3 4 o5 o6 T

fumée =%

N. de kactéries

vivantes 121 119 180 150 140 116 121
Concentration en

fume x c8 c9 cl0o cll cl2 cl3 cld cl15
N. de bactéries 104 102 102 85 % 118 70 55

vivantes

Concentration en

- cl6 cl7 c¢18 clg c20 c22 c24
furée =%

. de bactéries
ivantes

b~

81 86 32 33 27 27 0

L0 LOION LD LN LI DN LN LON LN LD LON LD Lo LD LN LN LI LN LN WO LN Lo

Bom Pem P Gam Gum B Gem m Gmp Pum Gt Gew Dum Pmm B few Gow o B G G Qe

5!

L2 WU O L LNOIDILOI UON WO LD LOY LI LN LI LD LY DI LD LN LN LN LN LN tN LON LD LI LD Lo LN LN LN LN U Lo LN

TABLEAU XIV : VARIATIONS DE IA POPULATICON DE BACTERIES VIVANTES EN FONCTION

T DE LA CONCENTRATION EN FUMEE (APRES UN CONTACT DE 48 HEURES).
LES ENSEMENCEMENTS DES E. COLI ONT ETE EFFECTUES DANS LA GELOSE
AU DESOXYCHOLATE,

Des expériences identiques ont &té réalisées en soumettant

simultanément des nombres différents de microorganismes 3 1'action des subs-

K S

tances erpyreumatiques :
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Expérience n°® 1

N Smm Bom P

< 2

€01 W03 LI LN LON LN OO LN LD NN KON L0 0N LOON LN LD LN L) LN ter e e

' §
Concentration en |

fude % ' 0 cl10 c15 c20 c25 g

! ¢

o :

. de bactéries | o 548 114 8 o §

ivantes \ §

; §

! 4 ;

b 10 4 800 1 450 60 o

; §

" §

! 5 g

; 10 50 000 12 000 800 o &

; §
Expérience n° 2 :
. 1

Concentrati , :
centration en |

fumde % ) ® el o0 <0 g

" §

P ! S

N. de bactéries | 105 78 43 0 §

vivantes ' §

i §

X §

. 1100 880 700 o §

! --§

, 104 9 000 8 000 - Y g

, §

oo 10° 30 000 0 §

) ' §

T 10° 150 000 0 2

! :

! :

f 10° 10° 10° ~ §

TABLEAU XV :

VARTATIONS DES POPULATIONS DE BACTERIES VIVANTES IN FONCTION DE
LA CONCENTRATION EN FUMEE (APRES UN CONTACT DE 48 HEURES).

LES ENSEMENCEMENTS DES E. COLI ONT ETE EFFECTUES DANS LA GELOSE
AU DESOXYCHOLATE., N

/ ;}:S)



Les nurérations des TABLEAUX XIV et XV ont permis

d'établir les courbes de survie de populations d'Escherichia coli en

fonction de la concentration en fumée :

. la FIGURE 8 correspond aux expériences n°% 1 et 2
du TABLEAU XIV,

. la FIGURE 9 correspond & l'expérience n°® 1 du TABLEAU XV.

2.2,1.2, Milieu minimum :

§ ! 5
i |
g Cfﬁnrg:nt;atlon en , <0 cl c2 c3 cd c5 c6 c? c8 g
§ ! §
§ ! §
] ]
g Eivgit};:‘:temes 1 550 450 400 300 340 300 320 300 250 g
§ ! §
§ ! §
g Cfi:;g:nt;atlon en : co cl0 cll «¢l2 «cl3 «cl4 cl5 «clé6 cl7 g
§ ! §
§ ! §
g ﬁivgﬁt’;‘;‘“ems ''330 200 224 290 210 65 . 6 15 O g
§ ! §

TABLFAU XVI : VARIATIONS DE LA POPULATION DE BACTERIES VIVANTES EN FONCTION

T DE LA CONCENTRATION EN FUMEE (APRES UN CONTACT DE 48 HEURES).
LES ENSEMENCEMENTS DES E. COLI ONT ETE REALISES DANS LE MILIEU
MSB 1- GELOSE.

Les mémes expériences effectuées simultanément avec des
nonbres initiaux de bactéries différents ont donné les résultats présentés

dans le TARIFAU XVII :
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§ ! §
g gafle?:nt;auon en : 0 cl10 €20 30 §
§ !

§ ! §
§ N: de bactéries ] 150 46 8 o §
g vivantes ! g
g : 1 500 240 32 0 g
§ ! §
g : 15.10° 3 350 315 o g
§ ! §
g : 15.10% 35 000 1 600 0 g
§ ! §
g : 15.10° 560 000 10 000 0 g

TABLEAU XVII : VARTATIONS DES POPULATIONS DE BACTERIES VIVANTES EN FONCTION
DE 1A CONCENTRATION EN FUMEE (APRES UN CONTACT DE 48 HEURES).
LES ENSEMENCEMENTS DES E,COLI ONT ETE REALISES DANS ILE MILIEU
MSB 1 GELCSE.

Ies courbes de survie des FIGURES 10 et 11 ont été tracées

a partir des dénonbrements portés dans les TABIEAUX XVI et XVII,

2.2.2. Staphylococcus aureus (II - 7.2.2.)

Les résultats des dénarbrements de Staphylocoques vivants,
ayant subi durant toute leur incubation l'action de substances empyreumati-

ques de concentrations variées, sont présentés dans le tableau suivant :
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5 ! :
3 i

g %g;gznt;athn = | cl c2 c3 c4 c5 c6 g

g ! 3

g ! :
L ,

§ ! 2

S ! 3
: 1

g gggg:nt;atlon ool 7 c8 clo cl2 clé6 c20 g

§ ! :

§ ! :
£y 1

2 5i Vgiézc‘cerles L34 18 14 33 10 0 g

§ ! ’

TABLEAU XVIITI : VARIATIONS DE LA POPULATICN DE BACTERIES VIVANTES EN FONCTION
DE LA CONCENTRATION EN FUMEE (APPES UN CONTACT DE 48 HEURES) .
LES ENSEMENCEMENTS DES STAPHYLOCOCCUS AUREUS ONT ETE EFFECTUES
SUR IA GELOSE DE BATRD PARKER,

La FIGURE 12 illustre ces résultats.

S 2.2.3. Commentaires

X Dans ces explriences les bactéries sont soumises 3 diverses
concentrations de fumée, mais la durée d'application du traitement est tou~
Jours la méme : elle correspond 3 la totalité du temps d'incubation de ces
germes.

On sait que la vitesse de destruction des bactéries est pro-

porticnnelle au nombre de bactéries vivantes :

v - = =k .N
at

La constante k est fonction de la concentration en

bactéricide :
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concentration du bactéricide,

w
!
.
%Y
0
!

n = exposant caractéristicue du bactéricide
(n > 0)
ce qui a été démontré par WATSON (66), qui a par ailleurs proposé une
formule mathématique (@t = Cte) déterminée de fagon empirique a partir
des données fournies par CHICK (8).

dN
dt

N t
S« I at
No dt o)

No = nombre de bactéries vivantes initialement
présentes

N = nombre de bactéries vivantes aprés contact
avec le bactéricide

=k'.C".N

Log No _ k' ..t
N
1
lcg No - s Lt
N 2,302
]
log. log No - log-—l{—-t— +n . logC
N 2,302
1
pour un temps d'action donné t; ¢ log =t -y
2,302
log.log No . K + n log C
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§ ! §
§ Concentration en ! §
g fude % 1 <0 cl c2 c3 cd c5 c6 c? g
1
5 ! 2
g No : 1 0,94 0,93 0,9 0,88 1,14 1,41 1,19§
N !
5 ! 2
g ! 2
5 ! :
g log X ! 0 (-0,03)(-0,04) (-0,02) (-0,06) 0,05 0,15 o,o7g
N !
g ! :
§ ! :
g ! :
g COH?:nt;atlon en : c8 cl0 cl2 cld cl6 cl8 20 @ c22 g
g ! 2
g ! :
g No ! 1,83 2,61 2,61 2,50 7,85 11 27,5 - g
- !
g ! :
!
§ log ! 0,26 0,41 0,41 0,39 0,89 1,04 1,43 - §
§ N : :
§ ! §

TABLEAU XIX : (réalisé & partir des résultats du TABLEAU XIV - n° 1)

VARTIATIONS DE LA POPULATION VIVANTE D'E.COLI EN FONCTION DE
LA CONCENTRATICN EN FUMEE.

No

nombre de bactéries vivantes initialement présentes

nambre de bactéries vivantes aprés une exposition de

48 heures & une concentration de fumée c.
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§ ! §
g goér‘g:nt;ation en : 0 cl10 15 c20 g
A !
g No ; 1 1,82 8,77 125 g
§ N ! §
§ ! §
§ N ! §
§ log —— ! 0 0,26 0,94 2,09 g
1
§ Y ! §
& ! §
§ ! §
g Jo_ , 1 2,08 6,89 166,66 g
§ N ! §
§ ! §
§ ! §
§ log —2 ! 0 0,31 0,83 2,22 §
) N ! g
§ !
: f :
§ No ! 1 2,00 8,33 125 §
! §
g ) ! §
§ ! §
glog No oo 0,30 0,92 2,00 g
§ N ! §

TABLEAU XX : (réalisé & partir des résultats du TABLEAU XV -~ n° 1)

VARIATIONS DE LA POPULATION VIVANTE D'E.COLI EN FONCTION DE 1A
CONCENTRATION EN FUMEE (APRES UN COONTACT DE 48 HEURES).

Les valeurs du TABLEAU XX ont permis de mettre en évidence
la relation linéaire existant entre les 2 variables (FIGURE 13) selon

1'&quation :
No
N

log . log

= K + n log C T
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En effet, par calcul statistique on a pu étaklir les valeurs

des paramétres de la droite de régression :

No
N

log . log = 3,4010 + 2,8626 log C

L'estimation du coefficient de corrélation (r = 0,9971)
qui est nettement supérieur a3 la valeur trouvée pour un norbre de degrés
de liberté de 7 au risque de 5 % (r = 0,06664) indique que nos données
expérimentales s'ajustent parfaitement & la droite de régression. Ce résul-
tat est largement confirmé par le test de STUDENT qui pour un "t" = 34,9495

indique que le risque pris est inférieur 3 1 /0.

La valeur de l'exposant de WATSON qui est égale & la pente

de la droite de régression peut donc étre estimée a 2,86.

(Les résultats du TABLEAU XIX peuvent se rapporter a cette

droite de régression, avec une erreur due aux faibles nombres N et No).

¥ Lors de 1l'utilisation d'un milieu sélectif, il était
permis de penser gue les inhibiteurs présents dans ce type de milieu étaient
susceptibles d'avoir une incidence quelconque sur l'action de la fumée, il
nous a donc paru souhaitable de répéter les expériences en employant un
milieu minimum., Nous pouvons constater que les résultats obtenus avec celui-ci
sont analogues & ceux obtenus avec un milieu sélectif (qu'il s'agisse des
dernieéres expériences utilisant le procédé d'action indirecte de la fumée

ou des expériences antérieures utilisant le procédé d'action directe).
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2,3, Determination de R'action bactéricide ou bactirivstatique de La fumée

Pour essayer d'analyser le mode d'action de la fumée, nous
pouvons noter ici des constatations effectuées lors des dénorbrerents

(IIT - 1.1.1,) et des identifications (III - 1.2.1.) :

= CENOMBREMENTS

Lors des dénambrements réalisés d'une part sur un filet
de saumcn prélevé immédiatement avant fumage, d'autre part sur le mime
filet aprés fumage, on constate que les bactéries isolées du saumon fumé
ont un développement plus lent et qu'elles nécessitent généralement un

temps d'incubation plus long.

~ IDENTTFICATIONS

. Lactobacilles :

Sur le milieu de Rocosa, les bactéries provenant du saumon
fum® ne donnent des colonies visibles qu'aprés plusieurs jours &'incubation,
4 jours ou parfois méme 5 jours, alors que celles qui proviennent du saumon

non fumé donnent des colonies en 48 heures,

Lors du passage sur milieu MRS camrplet, la multiplication
se manifeste habituellement par un trouble aprés 24 heures d'incubation.
Dans le cas présent, il faut attendre généralement 48 heures ou méme
davantage. )

Sur les galeries d'identification, les caractéres positifs

doivent &tre relevés au bout de 3, 6, 24 et 48 heures ; or les premiers

caractéres positifs apparaissent ici aprés 24 ou mére 48 heures. Il est
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donc nécessaire pour effectuer des identifications dans des conditions
satisfaisantes de passer auparavant plusieurs fois sur milieu MRS complet

(3 ou 4 fois, jusqu'a ce qu'un trouble puisse &tre cbtenu en 24 heures).

. Entérobactéries :

La méme manifestaticn d'un temps de latence important
s'cbserve dans les galeries d'identification des entfrobactéries. Pour
cbtenir des résultats en 24 heures, c'est-a-dire dans des conditions nor-
males, il est indispensable de cultiver ces bactéries dans un bouillon

nutritif avant l'ensemencerent.

2.3.1. Exposition de cultures purgg_d'Escherichia coli

4 l'action indirecte de la fumée

Le procédé permettant l'exposition & l'action indirecte

de la fumé (ITI - 7.2.1.) est utilisé avec les modifications suivantes :

. 3 boites (au lieu d'l) sont exposées pour chacun des
temps de séjour de la gélose dans le fumoir, aprés quoi on dépose cormme
dans les expériences précédentes des bactéries que l'on inclut dans le

milieu MSB 1 gélosé ;

. les nurérations sont effectufes aprés 24 et 48 heures

d'incubation.



§ ! §
s 1
g %g;g:nt;atlon en , c0 c4 c8 cl2 clé c20 g
§ ! §
§ ! §
§ N. de bactéries ! 153 o) o) o) o) 0 §
§ v:.vantEES (lectu- ! 175 o 0 0 0 0 §
§ re aprés 24 h ! §
§ d'incubation) ! 187 0 0 0 0 o} §
§ ! §
§ ! §
§ Moyerne : ! 171 o) 0 o} 0 o §
§ ! §
& 1 §
§ ! §
§ N. de bactéries ! 153 181 65 34 o) 0 §
§ vivantes (lectu~ ! §
§ re aprés 48 h ! 175 131 71 11 4 o) §
§ d'incubation) 1 187 143 79 13 o) 0 §
§ ! §
§ ! §
§ Moyenne : ! 171 151 71 19 1 o §
§ ! §
TABLEAU XXI : VARIATIONS DE LA POPULATION DE BACTERIES VIVANTES EN FONCTION

DE LA CONCENTRATION EN FUMEE (APRES 24 et 48 HEURES D'INCUBA~
TION) .

LES ENSEMENCEMENTS DES E,COLI ONT ETE EFFECTUES DANS LE MILIEU
MSB 1 GELOSE.

Nous constatons dans ces expériences réalisées avec

Escherichia coli qu'un certain nambre de bactéries soumises a la fumée

peuvent donner des colonies de taille normale si on prolonge 1'incubation,
alors qu'elles ne donnent pas de colonies visibles aprés une durée normale

d'incubation

1° = 24 heures d'incubation : seules les bactéries qui n'ont pas été sou-
e o o
mises a l'action de la fumée se sont dévelop-

pées normalement en 24 heures ;
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2° = 48 heures d'incubation : les bactéries soumises & 1l'action de la
funée ont nécessité une durée d'incubation de
48 heures pour donner des colenies visibles.
(Le norbre de bactéries vivantes diminue lorsque

la concentration en fumfe augmente).

2.3.2. Expérience de détermination de_l'action de_la fumée

Des suspencions bactériemnes (Escherichia coli) identiques

sont sounises & l'action directe de la furée pendant des durées d'exposi-
tion différentes puis ensemencées en bolites de Petri ; des suspensions

analogues subissent le rméme traitement mais sont filtrées et lavées avant
d'étre ensemencées (II - 8) : des dénorbrements sont effectués aprds incu-

bation pour permettre wne corparaison.

L0 0D O LN L LI WO LN WO WO O LY KON LN N OV LN Lo

1
Durée d'exposition (minutes) , O 2 4 6 8 10 15 20 25 g
! §
! §

N. de bactéries vivantes '
série 1 : sans lavage ; 156 182 147 113 74 19 © 0O 0 g
! §
_ ! ! §
N. de bactéries , ) §
vivantes \ ) §
série 2 : avec ! boite a ! 15 7 o o0 §
! ! §
lavage des ! boite b ! 11 2 o0 o§
bactéries ! ! §
y 1 §
! ! §
! TOTATL ! 26 9 o o0 §
! ! §

TABLEAU XXII : VARIATIONS DE LA PCPULATION VIVANTE D'E.COLI DETERMINEE PAR
ENSEMENCEMENT DANS LE MILIEU MSB 1 GELOSE, EN FONCTION DE LA
DUREE D'EXPOSITION A L'ACTION DE IA FUMEE (SERIE 1 : SANS
TRAITEMENT INTERMEDIATIRE ; SERIE 2 : AVEC FILTRATION ET LAVAGE)




86

La série 1 a permis d'établir la cinétique de survie de la
population d'E. coli soumise & l'action directe de la fumée : il n'apparait
aucune colonie lorsque la durée d'exposition est égale ou supérieure &

15 minutes.

les résultats de la série 2 (avec lavage des bactéries) sont
les suivants :

. le nambre de colonies correspondant & une durée d'exposi-
tion de 10 minutes est supérieur av nombre obtenu dans la série 1 ;

. e exposition de 15 minutes permet encore d'cbtenir des
colonies ;

. aucune colonie n'apparait si la durée d'exposition est

égale ou supérieure a 20 minutes.

2.3.3. Commentaires

Les dénorbrements et les identifications des bactéries
issues du saumon fumé nous ont amenés 3 constater la nécessité d'une durée
d'incubation supérieure & la normale (par comparaison avec des bactéries

provenant de saumon non fumé) .

Par ailleurs, lorsque des bactéries sont soumises a 1l'action
de la fumée en bolites de Petri, elles nécessitent pour se multiplier et
donner des colonies visibles un allongement de la durée d'incubation (par

comparaison avec des bactéries qui ne subissent pas ce traitement).

On est donc arené & admettre que 1l'action (indirecte) de

la fumée, lorsque sa concentration ne dépasse pas certaines limites
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[ c'est-a-dire dans notre expérience (III - 2.3.1.) lorsque la concentra-
tion est inférieure ou égale a cl6 ] » peut se manifester par 1'apparition

d'un terps de latence important, sans que les germes soient détruits.

La derniére expérience réalisée nous a conduits & ces
constatations :

. un certain norbre de bactéries qui ne se dévelcoppent pas
aprés une exposition de 10 minutes dans le fumoir se révélent aptes a
une croissance norrmale aprés un lavage & l'eau peptonée (sans lavage :

19 colonies ; aprés lavage : 26 colonies ; différence : 7) ;

. alors qu'aucune bactérie ne se muitiplie aprés wne expo-
sition de 15 minutes suivie directement d'un enserencement, quelques bac-
téries peuvent donner des colcnies si 1'ensemencerent est précédé d'un

lavage & 1l'eau peptonée.

Ainsi, aprés une exposition de 15 minutes a la fumée, la
croissance et la multiplication des bactéries sont inhibées si 1'ensemen~
cerent est effectué sans opération intermédiaire, mais les méres bactéries
sont capables de se multiplier, dans certains cas, si elles sont lavées.
Ceci prouve donc que la furfe a inhibé& la croissance et la multiplication
bactérienne mais que cette inhibition n'est pas irréversible, si toutefois
la durée d‘éxposition (&8 l'action directe de la fumée) ne dépasse pas cer-
taines limites [c'est—é—‘dire dans notre expérience (III - 2.3.2,) lorsque
cette durée est inférieure ou égale a 15 minutes] . I1 est ainsi dérontré

que l'action de la fumée est bactériostatique.
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3, INFLUENCE DES SUBSTANCES BIOLOGIQUES SUR L'ACTION DE LA FUMEE

— - — — — — — - ——
— —— o — — — e e —— — —

bactéries en suspension dans de l'eau salée et sur

des bactéries en suspension dans un broyat de saumon

Dans ces expériences, les germes (Escherichia coli)sont

sounis & 1l'action directe de la fumfe, mais dans les conditions suivantes
(IT - 9.1) :

. Dans la série A, les bactéries exposées sont en suspension
dans de l'eau salée,

. Dans la série B, elles sont incluses dans un broyat de

saumon dilué au quart dans de l'eau salée.

§ ! §
g Durée d'exposition (minutes) ! 0 5 10 15 g
!
§ ! §
§ ! §
g I;Iér?:z k}zacterles vivantes : 198 148 32 o g
§ ! §
§ ! §
§ N. de bactéries vivantes : §
§ sériec B ! 195 182 162 127 §
§ ! §
§ ! §

TABLEAU XXIIT : VARIATIONS DU NOMBRE DE BACTERIES VIVANTES (DETERMINE DANS LE
MILIEU MSB 1 GELOSE) EN FONCTION DE LA DUREE D'EXPOSITION DE
LA SUSPENSION BACTERIENNE (x = 0,3 ml) A L'ACTION DE LA FUMEE.
Série A : suspension dans de l'eau salée,

Série B : suspension dans un broyat de saumon.
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série B

§ ! §
§ Durée d'exposition (minutes) [ ) 10 20 30 40 50 §
!
: z :
§ . _ : §
g I:ériz zaaerles vivantes ' 1600 99 1 0 o o g
§ ! §
§ ! §
§ ! §
S : !
g N. de bactéries wvivantes ' 1600 373 33 28 1 o g
§ ! §
§ ! §

TABLEAU XXIV : VARTATIONS DU NOMBRE DE BACTERIES VIVANTES (DETERMINE DANS LE
MITLIEU MSB 1 GELOSE) EN FONCTION DE LA DUREE D'EXPOSITICN DE
LA SUSPENSION BACTERIENNE (x = O,1 ml) A L'ACTICN DE LA FUMEE.
Série A : suspension dans de 1l'eau salée,

(CE. Fig. 14)

Série B : suspension dans un broyat de sauron.

Pour une durée d'exposition déterminée & l'action directe
de la fumée, le nombre de bactéries survivant & ce traitement est plus &levé
lorsque la suspension est effectuée dans le broyat de saumon (série B).
(Cette manipulation a &té réalisée en second lieu avec 0,1 ml de broyat

car on cbtient dans ces conditions wn meilleur étalement qu'avec 0,3 ml).

3.1.2. Comparaison de_l'action _des composants _de la fumée

dissous_dans_une gélose blanche et de celle des com-

———— v —

posants_dissous_dans_une gélose additionnée d'un

les bactéries (Escherichia coli) sont soumises 3 1l'action

indirecte de la fumée, mais les particularités de ces exp@riences sont les

suivantes (II - 7.2) :
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- Dans la série A la couche exposée a la fumée est une
gélose pure,
- Dans la série B la couche exposée a la fumée est une

gélose additionnée d'un broyat de saumon dilué au quart (x ml de broyat).

Milieu sélectif :

§ ! §
g Ccncentration en fumée % ! <O c5 clo cl5 ¢c20 c25 30§

! §
§ ! §
§ ! §

B4 i |

g N, Jo bactéries vivantes | 1100 965 930 914 81 9 0 g
§ ! §
§ ! §
§ ! §
g N dobacteries vivantes ! 1100 1016 1040 978 948 420 39 g
§ ! §

TABLEAU XXV : VARIATICNS DU NOMBRE DE BACTERIES VIVANTES (DETERMINE DANS LA
T GELOSE AU DESOXYCHOLATE) EN FONCTION DE LA CONCENTRATION EN
FUMEE.
Série A : témoin
Série B : la couche inférieure de gélose est additionnée de 2 ml

de broyat
§ ! §
§ Concentration en funée % ! O c5 clo cl5 c20 c25 §
§ ! §
!
§ N: c:ie bactéries vivantes 1 80 66 50 9 o o §
série A : NI ,
§ ! §
5 N: c?le bactéries vivantes , 80 79 20 41 o o 8
§ série B : N2 X g

TABLEAU XXVI : VARTIATIONS DU NOMBRE DE BACTERTIES VIVANTES (DETERMINE DANS IA
GELOSE AU DESOXYCHOLATE) EN FONCTION DE LA CONCENTRATION EN
FUMEE.

Série A : témoin

Série B : la couche inférieure de gélose est additionnée de
3,5 ml de brovat.
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§ ! §
§ Concentration en fumée % ! O c5 clo cl5 c20 §
!
: s :
S, a f :
N, bactéries vivantes ! :
§ série A : N1 130 103 65 ° ° 5
§ ! §
§ ! §
: ’ :
N. de bactéries vivantes !
§ série B : N2 ;130 139 101 52 o) g
§ !

TABLEAU XXVII : VARIATIONS DU NOMBRE DE BACTERIES VIVANTES (DETERMINE DANS LA
GELOSE AU DESOXYCHOLATE) EN FONCTION DE LA CONCENTRATION EN
FUMEE.
Série A : témoin

Série B : la couche inférieure de gélose est additionnée de
5 ml de broyat

Ces résultats aménent deux remarques :

1 - En comparant les nombres N1 (série A) et N2 (série B),
on constate que le nombre de colonies se développant sur les boites des
séries B est toujours supérieur @ celui des boites correspondantes des -

séries A,

2 = les rapports N2 Ncrbre de bactéries vivantes de la sérieB
: Nl "Ncrbre de bactéries vivantes de lasérie?

ont été établis pour les concentrations en fumée qui permettent une camparai-

son chiffrée entre les trois expériences (c5 et clO) :
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§ Concentration en ! !

§Quantité fumée % ! c5 - ! cl0

§de broyat incluse (y) ! !
! !

3 ; ;

g 2 ml : 1,05 : 1,11
! !

g ! !

g 3,5 ml : 1,19 : 1,40
: !

§ ! !

g 5 ml : 1,34 : 1,55

§ ! !

O LI LON LN WO LN LOILON LN LN LI e o O

TABLEAU XXVIII : VARIATIONS EN FONCTION DE LA CONCENTRATION EN FUMEE DU RAP-

N1

INCLUSES DANS LA COUCHE INFERIEURE

PORT N2 DETERMINE POUR DIFFERENTES QUANTITES DE BROYAT (x)

N1 : Nombre de bactéries vivantes déterminé dans la série 2

(témoin)

N2 : Nambre de bactéries d8terminé dans la série B (la couche
inférieure de gélose est additionnée de x ml de broyat).

Ainsi, pour une concentration en fumée déterminée, le rapport

N2 croit avec la quantité de broyat incluse dans la couche inférieure. Ie

Nl

saumon mélangé & la gélose semble donc respensable des différences entre Nl

et N2, Son action vis-a-vis de la fumée est propcrtionnelle & la quantité

de broyat incluse. '



Milieu minimum :

§ ! §
§ Concentration en fumée % ! O cl5 c30 c45 c60 c75 §
!
. o ,
g I;ériz zacterles vivantes ’ 1500 25 o o o o g
§ ! §
§ o _ : §
g Eériz lgacterles vivantes ' 1500 1500 456 0 o o g
§ ! ! | §
§ o . : §
g ﬁérii gaCterles vivantes 11500 1500 1170 750 16 0 g
§ 2 ! §

TABIFAU XXIX : VARTATIONS DU NOMBPE DE BACTERIES VIVANTES (DETERMINE DANS LE
MILIEU MSB 1 GELOSE) EN FONCTION T, LA CONCENTRATION EN FUMEE,
Série A : témpin ‘

(Cf. Fig. 15)

Série B;: la couche inférieure est additiomnée de 3,5 ml
de brovat

Série BZ: la couche inférieure est additionnée de 5 ml
de broyat

Ces résultats nous conduisent 3 formuler les mémes remarques
que celles précédemment rapportées aprés les manipulations effectuées sur

milieu sélectif.

3.1.3. Commentaires

les premiéres manipulations (III - 3.1.1.) nous ont permis
de démontrer que des bactéries en suspension dans un broyat de saumon subis-
sent plus modérément l'action directe de la fumée que des bactéries en sus-

pension dans de l'eau salée.
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1a technique employée dans les manipulations suivantes
(IIT - 3.1.2.) nous permet d'avancer dans la compréhension du phéncméne :
puisque le nambre de bactéries se développant dans la série B est supdrieur
au nonbre de bactéries de la série A, on peut penser qu'une partie des
substances bactériostatiques se concentrant dans la couche inférieure de la
série B n'est pas libérée et ne diffuse pas dans la couche contenant les
bactéries. Ainsi la chair de saumon piégerait certaines substances actives

de la fumée.

I1 faut déterminer dans la composition du muscle du saumon
les €léments susceptibles de réagir avec certains composants de la fumée.
Nous testerons un certain norbre de qonposés constitutifs du muscle du
poisson, mais aussi des composés issus de la dégradation bactérienne ou de
1l'autolyse. (Effectivement, les saurons destinés au fumage sont d'une quali-
té extrémement variable et les esp@ces microbiennes présentes dans le muscle

en plus ou roins grande quantité sont des €léments actifs de sa dégradation).

3.2. Influence de divenses substances pouvant etrne présentes dans Le muscle

—— Ot S G e s G S = s G T G G S

l'action de la fumée

Dans cette série d'expériences, les bactéries (Escherichia

coli) sont soumises & l'action indirecte de la fumée (II - 10) :

- dans la série A, les bactéries subissent 1l'action des
€léments de la fum@e concentrés dans la couche inférieure de gélose (gé€lose

blanche),
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- dans les autres séries (B et suivantes), l'action des
stbstances empyreumatiques peut se trouver modifiée ou non par la substance
incluse dans la couche inférieure (albumine, acide aminé&, peptone, ammonia-
que, créatine, putrescine, cadavérine, huile de saurmon, glucose, chlorure

de sodium),

Pour les différentes concentrations d'albumine de la

couche inférieure de gélose, le pH présente une valeur de 6,6.

§ Concentration en ! §
§Concentra- fuke % ! o0 c5 clo cl5 c20 §
4 1 1
étmn en a]btmmzl%g /100 ‘ g
§ ! §
§ 2 : o) 1792 401 42 7 o §
§ ! §
§ ! §
§ B : 50 1 861 744 297 12 o §
§ ! §
§ ! §
§ o : 150 ! 872 786 553 134 o §
§ ! §
5 ! §
§ D : 250 ! 8lé 742 53C 184 o §
§ ! §
§ ! §
§ E : 500 ! 870 792 612 259 61 §
§ ] §
§ ! §
g F : 1000 ! 895 826 643 424 124 g
|

TABLEAU XXX ¢ VARTATIONS DU NOMBRE DE BACTERIES VIVANTES EN FONCTION DE 1A
CONCENTRATICN EN FUMEE (APRES UN CQONTACT DE 48 HEURES).
(Cf. Fig. 16) Les dénambrements ont été effectués pour diverses concentra-

tions d'albumine dans le milieu.
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3.2.1.2. Acides aminés :

- Cette expérience réalisée avec 3 acides aminés différents
est effectufe sans addition d'une solution tampon. Ie pH de la couche infé-

rieure de g€lose présente les valeurs suivantes : A= 6 -B=6-C= 9,6 -

D=3,7.

§ ! §
§Concentra~ 1 0 clo cl5 c20 c25 ¢30 §

< i 1 9 1

gt...or. en acide %nng_yf 0 : g
§ ! §
§ 2 (témoin) : O ! 1440 23 o) o) 0 o §
§ ! §
§ ! §
§ B (alanine) : 50 ! 1512 446 113 1 o) o §
§ ! §
§ ! §
§ C (lysine) : 50 ! 1 463 772 196 55 2 o §
§ ! §
§ ! §
§ D (acide glutamique) : 50 ! 1 465 186 0 0 o) o §
§ ! §

TABLEAU XXXI : VARTATIONS DU NOMBRE DE BACTERIES VIVANTES EN FONCTION DE 1A
CONCENTRATTICON EN FUMEE (APRES UN CONTACT DE 48 HEURES).
Les dénorbrements ont été effectués pour différents acides

(cf. Fig. 17)

aminés présents dans le milieu.

- La méme expérience est effectuée en ajoutant wne solution
tampon (pH 6) dans la couche inférieure, les valeurs de pH cbtenues sont

alors comprises entre 5,9 et 6,1.

\ ULLE)
.

-
—
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§ oncentration en ! §
§Concentra- fute % ! <0 c5 clo  cl5 c20 c25 c30 §
, . . ;

gtlon en acide minS >~ | g
§ ! §
§ A (témoin) : O ! 988 162 29 O . © o] 0§
§ ! §
§ ! §
g B (alanine) : 50 ! 98 404 124 70 o] o] 0§

! : §
§ ! §
g C (lysine) : 50 ! 1004 654 162 93 42 9 0§

! §
§ ! §
§ D (acide glutamique) : 50 | 948 686 72 26 o} 0O 08§
§ ! §

TABLEAU XXXII : VARTATICONS DU NOMBRE DE BACTERIES VIVANTES EN FCNCTION DE IA
CONCENTRATION EN FUMEE (APRES UN CONTACT DE 48 HEURES).
Les dénorbrements ont été effectués pour différents acides

(Cf. Fig. 18)

aminés présents dans le milieu tamponné.

-~ Une expérience analogue a été réalisée avec différentes
concentrations d'alanine dans la gélose. La mesure du pH donne une valeur

constante de 6,3 sans addition d'une solution tampon.

§ Concentration en ! §
§Concentra- funte % ! <0 c5 clo cl5 c20 c25 §
i i !
ginfn en alanlxz%g /}OO 5 . ‘g
1 : .
g A 0 1 302 247 69 27 0 0 §
§ ! §
§ ! §
§ B : 50 ! 319 299 167 35 6 o §
§ ! §
§ ! §
§ C : 150 ! 303 306 174 41 12 o §
§ ! §
§ [ §
g D : 250 1291 296 244 60 12 Og
1 : [ RN

TABLEAU XXXTIT: VARTATIONS DU NOMBRE DE BACTERIES VIVANTES EN FONCTICN DE 12
CONCENTRATION EN FUMEE (APRES UN CONTACT DE 48 HEURES) .
Les dénombrements ont été effectués pour diverses concentra-

(Cf. Fig. 19)

tions d'alanine dans le milieu,



- L'expérience précédente est rérétée avec la lysine.
Aprés addition de la solution tampon (pH 6), les valeurs de pH obtenues

dans la couche inférieure sont camprises entre 6 et 6,4, -

99

§ Conocentration en ! §
§Concentra- ! 0 c5 cl0 cl5 c20 €25 §
§tion en lysj(ne ! §
& g ! )
§ ! §
§ A o] ! 590 483 281 18 0 o §
§ ! §
: L s :

B : 50 ! 582 561 342 111 0 o
§ ! '\‘éﬁ
g c : 100 ! 602 580 531 120 o} o §
€ ! §
§ ! §
§ D : 150 ! 595 585 540 149 12 o §
§ ! | S

TABLEAU XXXIV : VARIATICNS DU NOMBRE DE BACTERIES VIVANTES EN FONCTICN DE IA

(Cf. Fig. 20)

CONCENTRATION EN FUMEE (APRES UN CONTACT DE 48 HEURES)

les dénanbrements ont été effectués pour diverses concentra-—

tions de lysine dans le milieu tamponné.

~
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3.2.1.3. Peptone :

Pour les différentes oconcentrations en peptone, le pH de

la couche inférieure est de l'ordre de 6,6 (sans addition d'une solution

tampen) .
§ ncentration en ! _ ' §
§Concentra- furée % ! O c5 clo cl5 c20 §
1 !
§§10n en peptene 100 O | g
§ ! §
§ A o) ! 782 243 31 o) o) §
§ ! §
§ ! §
§ B 50 770 355 100 18 o) §
§ ! §
§ ! §
g c 150 ! 763 482 342 123 7 g
!
§ ! §
§ D 250 ! 770 603 437 138 o) §
§ ! §
§ ! §
§ E 500 ! 817 687 504 315 o} §
§ ! §
§ ! §
§ F : 1000 ! 820 771 611 396 266 g
§ !

TABLEAU XXXV : VARIATIONS DU NQMBRE DE BACTERIES VIVANTES EN FONCTION IE LA -
CONCENTRATION EN FUMEE (APRES UN CQNTACT DE 48 HEURES).

Les dénambrements cnt été effectués pour diverses concentra-
tions de peptone dans le milieu.

(C£, Fig. 21)
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3.2.1.4, Ammoniaque

e . e O e 4 s

104

BAprés addition du tarpon, le pH de la couche inférieure

" présente wne valeur de 6 pour chacune des concentrations en ammoniaque.

oncentration en
§Concentra-

]
1
: R . c0 c5 clo cl5 c20
gilon en arro rerjﬁi%SO 3 :
§ !
g A 0 ! 377 306 112 33 19
!
§ !
§ B 103 1 355 299 88 6 o
§ !
§ 1 :
§ c : 2,100 1 304 300 233 36 18
§ !
§ 3 !
§ D : 5.10 1 361 344 258 182 29
§ !
§ 5 !
§ E 10 1332 308 150 31 o)
§._ !
§ !
§ F : 2.0 1295 265 4 2 o)
§ ! -

LYW LD LON O LD LD DN LD LN LN O LON KON LN LN LN LN ON Lo

TABLEAU XXXVI : VARIATIONS DU NOMBRE DE BACTERIES VIVANTES EN FONCTION DE

(Cf. Fig. 22)

LA CONCENTRATION EN FUMEE (APRES UN CONTACT DE 48 HEURES) .
les dénarbrements ont &été effectués pour diverses concentra-
tions d'ammoniaque dans le milieu tamporné.

=
et
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3.2,1.5, Créatine :

- - —————

Pour les différentes concentrations de la couche infé-

rieure en créatine, on cbtient un pH de 6 (sans addition d'une solution

tampon) .

Concentration en

! §
§Concentra= !' 0 c5 clo cl5 c20 §
§tion en créa ! §
§ ! —8
§ ! §
§ A 0 ! 465 295 134 83 o §
§ ! §
§ ! §
§ B : 50 1 428 310 153 102 o §
§ ! §
§ ! §
§ c 150 P 431 260 128 72 o §
§ ! §
§ ! §
§ D 250 Y437 413 279 110 10 §
§ ! §
§ ! §
§ E 500 ! 459 234 129 63 o §
§ ! §
§ ! §
§ F 1 000 ! 460 181 97 31 o §
§ ! §

TABLEAU XXXVII : VARIATICNS DU NOMBRE DE BACTERIES VIVANTES EN FQ‘JCI‘ION DE Ia
CONCENTRATION EN FUMEE (APRES UN CONTACT DE 48 HEURES).

les dénombrements ont été effectués pour diverses concentra-
tions de créatine dans le milieu,

(Cf. Fig. 23)
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3.2.1.6. Putrescine :

Les mesures du pH dans la couche inférieure donnent aprés
addition de la putrescine et de la solution tampon (pH 6) des valeurs com—

prises entre 6 et 6,3.

wn |}

Concentration en ! §
§Concentra= furée % ! O c5 clo cl15 c20 §
§tion en putresciné ! §
§— (g /100 ¢) 1 8
§ ! §
§ A o] 11 224 763 83 o) o §
§ ! §
§ ! §
§ B 30 !1 280 964 636 261 126 §
§ ! §
§ ! §
§ c 60 11211 1 130 884 630 348 §
§ ! §
§ ! §
§ D : 90 11180 1 150 1012 842 437 §
§- - ! S
§ ! » - §
§ E 120 1 217 1 168 1 035 893 773§
§ ! - §
§ ! §
§ F 150 11178 1272 1 042 913 962 g
§ !

TABLEAU XXXVIII : VARIATIONS DU NOMBRE DE BACTERIES VIVANTES EN FONCTION DE
LA CONCENTRATION EN FUMEE (APRES UN CONTACT DE 48 HEURES)
Les dénambrements ont été effectués pour diverses concen-
trations de putrescine dans le milieu tamponné.

(Cf. Fig. 24)
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3.2.1.7. Cadavérine :

Les valeurs du pH obtenues aprés addition de la cadavérine

et de la sclution tampon dans la gélose sont comprises entre 6 et 6,2,

g Concentration en ! §
§Concentra= ! 0 c5 clo cl5 c20 §
] A1 1
gtlon en cadav%x{glyf o35 | Jg
§ ! §
§ A o) ! 520 363 180 62 3 8§
§ ! §
§ ! §
§ B 30 1 521 495 392 122 58 §
§ ! §
§ ! §
§ c 60 ! 537 500 399 230 70 §
§ ! §
§ ! §
§ D 90 ! 556 512 441 271 72§
§ ! §
§ ! §
§ E : 120 ! 528 529 466 274 133 §
§ ! §
§ i §
§ F : 150 ! 533 533 474 288 276 §
§ ! §

TABLEAU XXXIX : VARIATIONS DU NOMBRE DE BACTERIES VIVANTES EN FONCTION DE IA
CONCENTRATION EN FUMEE (APRES UN CONTACT DE 48 HEURES).

les dénanbrerents ont été effectués pour diverses concentra-
tions de cadavérine dans le milieu tamponné.

(C£. Fig. 25)
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3.2.1.8. Lipides :

Cette expérience, réalisée avec de l'huile de saumon, est

importante en raison du taux Elevé de lipides dans ce poisson.

Complérent de technicue :

Contrairement 3 toutes les substances testées jusqu'a pré-
sent, nous nous trouvons ici en présence d'une substance non miscible a la
gélose. Pour pouvoir réaliser une émulsion, il est nécessaire d'ajouter de
la lécithine. Il est donc indispensable, pour mettre en évidence la seule
réactivité de l'huile vis-a-vis de la fumée, d'effectuer parallélement une

manipulation avec la lécithine :

A : ocouche inférieure : gélose blanche

B : couche inférieure : gélose blanche + lécithine (4 ml/100 ml gélose)

C : couche inférieure : gélose blanche + lécithine (4 ml/100 ml gélose)
+ huile (2 m1/100 ml gélose)

Le pH obtenu dans la couche inférieure est de 6,3 quelque

soit sa carposition.

§Watmn en ! : §

COI?OSJ- icn furée % ! 0 S 1 15

gde a couche inférieire. ?\ ) c cio c c20 g

§ ! S

§ P ! §

§ A : gélose blanche X 564 328 210 80 o) §

§ ! §
|

§ B : gélose + lécithine ' 582 320 206 72 0 S

§ ! . g

§ ! ,

§ ~. + lécithine ! §

g C : gélose + huile 1 555 341 182 68 o] g
1

TABLEAU XXXX : VARIATIONS DU NOMBRE DE BACTERIES VIVANTES EN FONCTION DE LA
CONCENTRATION EN FUMEE (APRES UN CONTACT DE 48 HEURES).
les déncnbrements ont - été effectués pour différentes substance

présentes dans le milieu : A = témoin, B = lécithine,
C = lécithine + huile.
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3.2.1.9, Glucose :

Le pH de la couche inférieure de gélose présente une

valeur constante de 6,3 indépendante de la concentration en glucose.

§ ! §
§ ! 0 c5 clo cl5 c20 §
§ ! §
g A o] : 113 85 32 o) o) g
§ ! §
z : :
g B 50 : 115 80 30 o) o) g
§ §
g c 500 g 101 79 39 0 o) g
§ ! §
§ ! §
g D : 1000 , 105 86 29 0 0 g
§ ! §

TABLEAU XXXXT : VARIATIONS DU NOMBRE DE BACTERIES VIVANTES EN FONCTION DE L&
CONCENTRATION EN FUMEE (APRES UN CONTACT DE 48 HEURES) .
Les dénombrements ont été effectués pour diverses concentra-

tions de glucose dans le milieu.
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3.2.1.10. Chlorure de sodium :

Ies variations de la concentration de la couche inférieure

en NaCl n'affectent pas le pH qui reste égal 3 6,3.

§ Concentration en ! §
gilagge;tr;;u furte * : 0 5  clo c15 c20 g
§ (en g/100 g) ! §
§ ! §
§ ! §
§ A o) ! 118 82 25 o) o §
§ ! §
§ ! §
§ ! §
§ B 2 ! 104 61 14 o) 0 §
§ ! §
§ ! §
§ ! §
§ C 10 ! 42 2 o) 0 o §
§ ! §
§ ! §

TABLEAU XXXXITI : VARIATIONS DU NOMBRE DE BACTERIES VIVANTES EN FONCTION DE 1A
CONCENTRATION EN FUMEE (APRES UN CONTACT DE 48 HEURES).
les dénombrements ont été effectués pour diverses concentra-

tions de chlorure de sodium dans le milieu.
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3.2.2., Etude_comparative de_diverses_substances

Dans ces expériences, la technique utilisée est la méme que
dans les précédentes expériences (II - 10), mais 2 ou plusieurs substances
sont testées au cours d'une méme exp@rimentation dans le but de camparer

leur influence relative sur l'action de la fumée.

3.2.2.1. Glucose et glucosamine :

Aprés addition de la solution tampon, le pH de la couche

inférieure présente une valeur de 6, indépendamment de sa camposition.

§ Concentration en ! §

§Composi- funde = ! O c5 cl0 cl5 c20 §

gflon de la couch%ié{}lf_,g—\ : g

§ ! §

g A : gé&lose blanche ! 173 125 48 0 o §
1

: 1 :
B : gélose + glucose !

g ?50 mg/log o S ; 180 129 46 o) o g

§ ! §

§ ! §
C : gélose + glucosamine !

g ?50 mg/log o) | 180 157 95 4 0 3

§ ! §

TABLEAU XXXITI : VARIATIONS DU NOMBRE DE BACTERIES VIVANTES EN FONCTION DE L2
CONCENTRATION EN FUMEE (APRES UN CONTACT DE 48 HEURES).
Les dénorbrements ont été effectués pour différentes

(CE. Fig. 26)

substances présentes dans le milieu tampomné : A = témoin,

B = glucose, C = glucosamine.
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3.2.2.2, Albumine, acides aminés, caséine eptone
3 <

et putrescine :

Ces différentes substances sont testées au cours d'une méme
expérimentation : on les inclut séparément dans la couche inférieure de
gélose de différentes séries de boltes de Petri & une concentration de
50 mg/100 g. L'addition de la solution tampon (pH 6) dans la couche infé-

rieure permet d'cbtenir pour toutes les substances wn pH compris entre

6,2 et 6,3.

§ Concentration en ! §
§Composition fumde 2 ! 0 c5 clo cl5 c20 §
§de la couche inférieure ! §
§ ! §
§ ! §
§ A : gélose blanche ! 759 241 32 0 o §
§ ! §
§ s §
§ B : gélose + albumine 1792 453 279 110 o §
§ ! R
§ ! - ‘_'§
§ C : gélose + caséine 1773 349 96 19 0 §
§ ! §
§ ! §
§ D : gélose + alanine ! 802 3% 155 40 o §
§ ! §
§ ! §
§ E : gélose + lysine 1762 480 342 127 8 §
§ ! §
§ ! §
§ F : gélose + peptone ! 787 356 102 20 o §
§ ! §
§ ! §
§ G : gélose + putrescine ! 760 618 527 178 11 §
§ ! §

TABLEAU XOXXIV : VARTIATICONS DU NOMBRE DE BACTERIES VIVANTES EN FONCTION DE IA
CONCENTRATION EN FUMEE (APRES UN CONTACT DE 48 HEURES) .
Les déncambrements ont été effectués pour différentes subs-

(CE. Fig. 27)

tances présentes dans le milieu tamponné (& la concentration
de 50 mg/100 q)
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3.2.3. Commentaires

- Les expériences réalisées pour tester séparément l'influen-
ce de chacune des substances considérées sur l'action de la fumée (IIT - 3.2.1)

nous conduisent a3 les regrouper en 3 classes :

- e e ew e en em e emT o aa ee e m M e R me e e Em e e e E e = e m-

- am e e= e

Albumine : la teneur en albumine parait normalement plus faible dans le rus-

eeoess o

cle des poissons gue dans ceux des marmiféres (54).

Acides aminés : le taux des acides aminés libres dans le ruscle de poisson

varie suivant les individus et suivant la saison (54). Par ailleurs, le

taux de chaque acide aminé augmente dés que la protéolyse s'amorce.

Peptone : ces composés, résultant de l'action d'enzymes protéclytiques sur
des matiéres protéiques diverses, comprennent non seulement des acides ami-
nés, mais aussi des chalnes peptidiques plus ou moins longues ainsi que

des molécules diverses issues de cette hydrolyse enzymatique.

Putrescine : c'est un camposé aminé que l'on trouve dans les produits issus

de la dégradation des protéines. Elle résulte de la décarboxylation de

1'ornithine par de nanbreuses bactéries :

NH, - (CH2)3 - C = COOH o NH, - (CH2)4 - NH2 + co2

omithine putrescine
La putrescine ne fait donc pas partie des composés constitutifs du muscle,
elle apparait camme la cadavérine lors de la dégradation de la matiers vi-

vante.
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Cadavérine : elle provient de la décarboxylation de la lysine :

H

Id

NE, - (CH), - C
(CH,) 4 i

2 -COOH-——»NHZ-(CH

o)s - NHy + OO
2

lysine cadavérine

vateurs de l'action de la fumée)

Ammoniaque : c'est un constituant normal des muscles des poissons, mais

son taux augmente rapidement aprés la mort sous l'effet de la dégradation

bactérienne.

Créatine : la teneur en créatine chez le saumon serait de l'ordre de 500 a

e e e v

600 mg pour 100 g (54).

. Substances sans effet sur l'action de la fumée :

Lipides : les lipides des poissons sont liquides a température ordinaire du

fait de leur teneur élevée en acides gras trés insaturés (ce qui a permis

de prélever sans difficultés de l'huile de saumon).

Glucose : le taux de glucose est trés variable dans les muscles des poissans.
le taux moyen de glycogéne musculaire est de l'ordre de 1 g pour 100 g, mais
la glycolyse est trés active et dans les conditions usuelles de péche qui

impliquent une lutte prolongée et la mort par asphyxie, il est réduit presque

a néant (54).

Chlorure de sodium : le poisson destiné au fumage est préalablement salé. La

90 e eseesssss00e00se

teneur en chlorure de sodium du saumon exposé a la fumée est de l'ordre de 2%.
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- Nous remarguons que les substances se camportant corme
des inhibiteurs de l'action de la fumfe possédent une ou plusieurs fonctions
amines. La comparaison des influences relatives du glucose et de la gluco-
samine (III - 3.2.2.1.) met clairement en évidence le rSle de la fonction
amine dans cette "inhibition" puisque le glucose n'a aucune influence sur

l'action de la fumée alors que la glucosamine diminue son action.

-~ La comparaison de 1l'influence de différentes substances
réduisant l'action bactériostatique de la fumée (III - 3.2.2.2.) a permis

de les classer en fonction de leur influence inhibitrice (ordre décroissant)

1 - putrescine

[\
1

lysine

3 - albumine
4 - alanine
5 = peptone

6 - caséine

.
.
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L'évolution de la flore bactérienne du sauron pendant
le fumage a été étudiée dans le but de comnaitre l'efficacité du fumage
d froid et de savoir si ce procédé tel qu'il est utilisé actuellement
permet d'cbtenir une stabilisation du produit traité. I1 y a plus de
3 000 ans que la fumée est utilis&e pour ses propriétés conservatrices,
mais les denrées subissaient autrefois un fumage intense réalisant une
véritable stérilisation, l'industrie alimentaire pratique désormais sur
le saumon un fumage modéré dont le but essentiel est de conférer au pro-
duit des caractéristiques organoleptiques délicates. En l'état actuel
des choses, le taux de fumage du saumon pose un prcbléme théorique et

pratique que nous nous scmmes efforcés de résoudre.

La comparaison des déncorbrements réalisés sur un méme
filet de saumon avant et aprés fumage (III - 1l.1) met en évidence une
action incontestable de la furée sur la flore bactérienne aércbie, qu'il

s'agisse de bactéries aércbies strictes (Pseudomonas, Micrococcus) ou

d'aérobies-anaércbies facultatives (Enterobacteriaceae ; Staphylococcus ;

Lactobacillaceae : Strertococcus, Lactobacillus), mals cette action est

modérée puisque le taux moyen de réduction du narbre de bactéries est de
l'ordre de 5.

Par contre, nous avons démontré cue l'efficacité de la
furde est nettement plus grande lorsque les bactfries sont exposées a
son action dans des boites de Petri, sans la protection du tissu musculai-
re (III - 2.1, III - 2.2). Il faut donc tenter d'expliquer cette disparité

importante entre les résultats.
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Critique des technigues utilisées

Le premier €lément d'explication qui est & considérer
vient du fait que dans le procédé permettant l'action indirecte de la
funée, les bactéries sont en contact avec les substances empyreumatiques
pendant toute l'incubation, alors que dans la technique utilisée pour
dénombrer la flore bactérienne des filets de saumon aprés fumage (II - 6.1),
les bactéries sont en contact pendant 1'incubation avec des substances
trés dilu€es puisqu'on effectue auparavant un broyat dans de 1'eau peptonée
puis des dilutions. Nous avons démontré que la fumée a une action bactério-
statique (IIT - 2.3), c'est-&-dire que les enzymes ne sont pas totalement
détruits et que d'autre part, si la multiplication des microorganismes est
inhibée, ceux-ci ne sont pas tous tués. Par le fumage, la denrée se trouve
stabilisée, mais dans les dénarbrements effectués sur le saumon aprés fumage,
il y a dilution de 1l'agent bactériostatique et un certain norbre de bacté-
ries incapables de se multiplier dans le produit pourraient donc 3 nouveau

proliférer.

Toutefois, ceci ne peut concerner qu'un faible pourcentage
de microorganismes ; effectivement, dans les expériences d'exposition &
l'action directe de la fumée, les bactéries ne scnt pas en contact avec la
funée pendant 1'incubation et la technique employéé entraine une dilution
des substances empyreumatiques pouvant imprégner les bactéries : or, dans
ces conditions, l'action de la fumée est pourtant remarquablement efficace.
Par conséquent, on ne peut en aucun cas expliquer par les différences de
techniques utilisées la discordance cbservée entre l'action de la fumée sur
des bactéries exposées dans un filet de saumon et son action sur des bactéries

exposées dans une boite de Petri.
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Influence du tissu musculaire sur 1'action bactériostatique de la fumée

Nous proposons 1'hypothése que le tissu musculaire du sau-

mon protége de l'action de la fumée les microorganismes qu'il contient.

D'aprés nos résultats expérimentaux (III - 3,1.1), il
nous est permis d'affirmer que les bactéries en suspension dans un broyat
de saumon subissent plus modérément l'action directe de la fumée que celles
en suspension dans de l'eau salée. Ceci confirme donc 1'hypothése que le

muscle de saumon protége ses bactéries.

Par ailleurs, les résultats des manipulations ol des
bactéries sont soumises a l'action indirecte de la fumée (III - 3.1.2)
démontrent que le nambre de bactéries capables de se rmultiplier est plus
élevé lorsque la couche inférieure de gélcse (exposée & la fumée) est
additionnée d'un broyat de saumon : il est évident que dans ce cas, cer-
taines substances actives de la fumée ne diffusent pas de la couche infé-
rieure contenant le broyat dans la couche supérieure contenant les bacté-
ries. Dans les conditions de cette expérience le broyat de sauron ne
pouvant opposer de barriére physique & l'action de la furée, on peut donc
envisager des interacticns chimiques entre les ccrposants de la fumée et
le broyat. Notre but est désormais de déterminer les réactions qui, s'ef-
fectuant entre certaines substances empyreumatiques et le substrat (tissu

musculaire du saumon), inhibent partiellement l'action de la fumée,
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Constituants du tissu musculaire pouvant intervenir dans les interactions :

fumée - saumon

Pour étudier leur réactivité vis~a-vis de la fumée, un
certain nombre de constituants du tissu musculaire ont &té testés : pro-
téines, peptides, acides aminés, créatine, ammoniaque, huile de saumon,
glucose. Pilisque le fumage n'est pas pratiqué immédiatement aprés la pSche
et que la matiére biologique aprés la mort de l'animal se dégrade progres-
sivement sous l'action conjuguée des enzymes et des bactéries, nous avons
testé également des produits de dégradation : putrescine, cadavérine. Par
ailleurs, comme 'un salage précéde toujours le furage, nous avons envisagé

aussi une réactivité éventuelle du chlorure de sodium avec la fumée,

Les résultats obtenus nous ont permis de regrouper ces
substances (III - 3.2.3) en fonction de leur influence sur l'action de la
fumée, mises & part l'ammoniaque et la créatine dont le r8le n'a pu étre
déterminé clairement : les lipides, le glucose et le chlorure de sodium
sont sans effet sur l'action bactériostatique de la fumée, par contre
1'albumine, la caséine, les acides aminés, la peptone, la putrescine, la
cadavérine et la glucosamine inhibent son action. Puisque ces derniéres
substances possédent toutes une ou plusieurs fonctions amines et que la
fonction amine différencie les molécules de glucose et de glucosamine, on
peut suggérer 1l'existence d'une corrélation entre la présence de fonctions
amines libres et la réducticn de l'activité bactériostatique de la fumée
et on peut supposer que les fonctioné amines libres sont capables de r€agir
avec des substances empyreumaticques douées d'une activité bactériostatigque

et de les rendre ainsi inactives.
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Dépdt et pénétration de la fumée

La composition de la fumfe a été exposée en début d'ou-

vrage (I - 2).

La quantité de fumée déposée sur le saumon est une fonction
corplexe de la composition et de la concentration de celle-ci, des conditions
environnantes et de la nature de la surface (9). lLes expériences ré&alisées
par FOSTER et Coll. (19) démontrent que le "dépdt" de la fum@e sur le pois~
son est le résultat d'une absorption de vapeur : dans ce phénoméne, l'eau
de surface et l'eau interstitielle du poisson agissent camme principal
absorbant. Lorsqu'd la suite d'une absorption par les surfaces humides, la
phase gazeuse de la fumée (phase dispersante constituée par les vapeurs) est
réduite, la phase "particule" (rhase dispersée) lul abandenne une partie de
ses carposants (20) : le taux d'absorption des constituants volatils de la
fumée par les surfaces humides est donc en rapport avec la concentration
massique des particules de la fumée (c'est-a-dire avec la densité optique
de la fumée que 1l'on peut mesurer expérimentalement). La cinétigue de
1l'absorption de la fufnée par les filets de poissons a été étudiée par
CHAN et Coll, (6) : la vitesse d'ahsorption, trés grande au début, décroit
graduellement ; ce phénoméne serait dfi & la dessiccation du poisson (14),

le dépdt des constituants de la fumde étant ralenti sur les surfaces séches.

On sait depuis longtemps qu'une partie importante des compo-
sants de la fumfe déposés sur le poisson se concentre dans la couche superfi-
cielle. Des travaux russes relatfs par YUDISTKAYA (69) aboutissent & la
distinction de 2 catécories de substances : les premiéres, ayant une tendan-
ce 3 la polymérisation, se déposent & la surface du roissor pour y former

une rmerbrane artificielle de 10 & 20 microns d'épaisseur et elles brumissent
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la partie la plus externe ; les secondes pénétrent dans le tissu musculai-
re, mais la concentration la plus élevée est décelée dans la zone externe
a une profondeur de 300 & 350 microns du bord interne de la peau. Bien que
ces études aient été effectuées sur des poissons fumés entiers, il reste
toutefois acquis, si nous transposons ces observations au cas des filets
de saumon, que, malogré leur diffusion, la concentration en substances empy-

reumatiques est moindre en profondeur.

Composants de la fumée doués d'une action sur les bactéries

Ie r8le de la fumée dans la conservation s'exerce par

voie physique et chimicue.

le dépdt d'une mince pellicule de composés polymérisés sur
le poisson forme une barriére s'opposant & la pénétration des germes (11).
L'action tannante de 1l'aldéhyde formique s'opposant & la dégradation habi-
tuelle des protéines blogque la croissance des microorcanismes de décompo-

sition pour qui les produits de dégradation sont essentiels.

Mais c'est surtout par l'action antiseptique et antioxydante
de ses camposants que la fumée a un rSle conservateur. Des recherches
effectuées en 1929 (23) étaient déjd orientées sur les propriétés bacté-
ricides de la fumée. les propriétés antioxydantes ont fait 1'cbjet de tre-
vaux ultérieurs (2, 19) : les lipides des poissons contiennent une propor-
tion importante d'acides gras trés insaturés et possédent toujours des
acides gras libres : ces caractéristiques les rendent trés oxydables ; la
fumée de bois a la propriété de retarder le rancissement, extraordinairement
rapide dans les huiles de poissons. Quant aux prcpriétés bactéricides, nous

aveons évoqué précédemment (I - 3) une controverse au sujet des substances
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responsables de l'action antiseptique et il importe d'approfondir cette
observation : les opinions concernant les effets antibactériens des cons-—
tituants de la fumée divergent ccnsidérablement parce que des différences

dans les conditions d'expériences rendent impossible de vraies comparaisons.

SHEWAN (51) conscate en 1949 que le poisson fumé contient
beaucoup de composés chimiques possédant des propriétés bactéricides ou
bactériosfatiques et que la teneur de la furée en acides, en abaissant le pH
de la chair de poisson, rend les microorganismes plus sensibles a l'action
bactéricide et bactériostatique de la furée elle-méme. Les mesures que
nous avons effectuées sur des filets de saumon nous ont effectivement permis
de constater & la suite du fumage un abaissement du pH de 6,1 & 5,8,

SHEWAN démontre aussi que le fumage & froid du poisson entraine une destruc-
tion importante de sa charge bactérienne, et des recherches ultérieures (52)
1l'aménent & penser que sur le plan microbiologique les constituants de la
fumée les plus actifs sont les composés phénoliques et non le forraldéhyde
came on le pensait auparavant. En 1967, NIELSEN et PEDERSEN (43) étudiant

l'effet inhibiteur des constituants e la fumée sur Clostridium botulinum

(typgs B et E) dans du saumon furé & froid l'attribuent au formaldéhyde

et non aux phénols ; des travaux publiés la mé8me année par TILGNER (61)
éccordent par contre l'activité bactéricide principale a des dérivés méthy-

~ 16s d'hydroxyphénols. En 1969, ZAITSEV et Coll. (70) mettent un terme &

cette polémique en affirmant que l'effet bactéricide de _la fumée dépend non
seulement du formaldéhyde, mais aussi du phénol, des acices organiques et
d'autres corposés. L'influence des différents conpesants n'a pas été suffisar—
ment démontrée pour qu'une teneur déterminée en 1'un deux, en forrol ou en

phénol par exemple, soit retenue carme critére de cualité : il n'a pas été
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possible d'établir un paralléle entre un quelconcue corposant de la
furée et la qualité microbiologique (55). La détermination de la teneur
en phénols du saumon donne toutefois des indications d'ordre quantitatif

sur le fumage, indépendamment de la qualité bactérioclogique qui en résulte.

En 1974, KERSKEN (28) étudie l'influence de la fumée sur
les moisissures, les conclusions de ses recherches rejoignent les précé-
dentes concernant les bactéries : l'action fongistaticque de la fumée pro-
vient essentiellement du fcrmaldéhyde, qu'il considére came le plus effi-
cace, et du phénol. Il met en évidence & la surface de la denrée furée
une diminution rapide de l'effet fongistatique due & la wolatilité des
substances actives et a leur diffusion dans les couches profondes, et il
suppose qu'une partie des substances actives de la fumée peut réagir
avec les protéines du produit. Si ncus transposons les résultats de ces
recherches qui concernent le développement des mcisissures pour étudier
le développerent des bactéries dans le produit fumé, le dernier élérment
d'explication, 38 savoir d'éventuelles r8actions "protéines - substances
actives", peut &tre retenu pour expliquer les lirites de 1l'action bactério-
statique de la fumée dans un produit et rejoint 1‘hypothése que nous avons

formulée précéderment.

Nous pouvons désormais mieux camprendre les réactions aqui
s'effectuent entre certains constituants du saumcn et certaines substances
actives de la fumée puisque nous avons déterminé les constituants du tissu
rusculaire susceptibles de r€agir et que les travaux évoqués ci-dessus nous
indiquent quels sont parmi les carposants de la fumée les plus actifs sur

le plan bactériostatique.
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Réactions s'effectuant dans le sawon fumé

On a longtemps considéré que l'aldéhvde formique était
1'élément essentiel assurant la conservation des produits fumés, et son
rSle reste indéniable méme s'il a &té démontré que les substances actives
de la fumée sont nonbreuses et qu'il ne faut pas négliger 1'importance du
phénol et de ses dérivés. Les actions antiseptiques du formol et du phénol
ont été étudiées par RAHN (47, 48) : & une concentration de 0,7 % les deux

suWbstances tuent Escherichia coli en 100 minutes environ. JORDAN et JACOBS

(27) reprenant la formule de WATSON (III - 2.2.3) ont déterminé 1'exposant

n (caractéristique du bactéricide) : 1 pour le formol et 6 pour le phénol.

I1 est permis de penser que dans nos expériences l'aldéhyde
formique de la fumée r€agit avec des fonctions amines appartenant & diver-—
ses substances : protéines, peptides, acides aminés et amines provenant de
leur dégradation. La réaction de condensation "aldéhyde - acide aminé" est

e réaction bien connmue :

R - CH - COCH R - CH - COCH

: | + OHC = H = |
NH2 N = CH2
formol dérivé iminé

Une réaction équivalente pourrait s'effectuer entre 1l'al-
déhyde formique et les fonctions amines libres des protéines, des peptides

et de divers composés arminés :

NH2 + HCHC — N =CH

2
2insi, la réduction de l'action bactériostatique de la fumée
dans le tissu musculaire ¢u saumon peut &tre due & des réactions de condensa~

tion entre les fonctions amines libres de divers constituants du poisson et

la fonction aldéhyde du formol, celui~-ci perdant alors ses propriétés.
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Influence de l'altération du poisson sur l'action bactériostaticue de la fumée

Dans nos travaux, nous avons pu classer quelgues substances
inhibant l'action bactéz;iostatique de la fumée par ordre d'influence décrois-
sante : la putrescine, la lysine, l'albumine, l'alanine, la peptone et la
caséine (III - 3.2.3). Comme la dégradation des proté€ines suit ce processus :
protéines ——» peptides = acides aminés ——— amines de dégradation,
nous constatons, en considérant les substances que nous avons étudiées, que
la protéolvse entraine le remplacement des molécules existantes par des mo-
lécules douées d'une plus grande influence inhibitrice sur l'action de la
furée :

caséine = peptone ——p acide aminé —p putrescine.

Il v a e trentaine d'années qu'on a reconnu expérimentale-
ment 4 1l'albumine séricue la propriété de détoxifier les milieux de culture
(15) . La comparaison de 1'influence d'autres substances possédant des fonc-
tions amines nous a amenés & €tablir une corré€lation entre 1l'augmentation du
nombre de fonctions amines libres, résultant de la dégradation des chaines
protéiques, et la diminution de 1l'activité bactériostatique de la fumée. Ceci
signifie que la fumée sera d'autant moins efficace sur les bactéries que le

saumon sera plus altéré,

Il s'ensuit que dans un poisson présentant une contamination
bactérienne importante la dégradation sera plus avancée et que l'action bac-
tériostatique de la fumée en sera d'autant plus réduite. A 1l'inverse la fumée
se montrera plus efficace si le contenu bactérien est minime. Il est donc
vain d'espérer améliorer par le fumage une denrée altérée, mais l'action de
la fumée sur les bactéries n'est pas négliceable dans un produit de qualité

contenant wne flore bactérienne réduite.
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Bilan de la qualité bactériolooicue du sauwron fumré

L'énorme différence d'efficacité qui 2 été constatée entre
1l'action bactériostatique de la fumée qui s'exerce sur des bactéries isolées
et celle qui s'exerce sur les bactéries dans le saumon peut donc s'expliquer
ainsi : le poisson protége ses bactéries de l'action de la furée et les
constituants en cause serblent étre essentiellerent les protéines, les

peptides, les amino~acides et divers composés aminés.

Il apparait par ailleurs que, carpte-tenu du fumage modéré
qui est pratiqué sur le sauron et campte-tenu de la diminution de concentra-
tion des substances actives de la fumée 3 la suite de r@acticns avec le
substrat, les substances bactériostaticues peuvent n'étre présentes qu'en
trés faibles quantités dans le tissu musculaire. Or, par l'étude des moyens
de désinfection, on sait que de faibles doses d'un agent bactéricide ou
bactériostatique peuvent stimuler la croissance bactériemne (35). Il serait
injustifié d'accorder trop d'importance & cette cbservation, elle contribue
toutefois & soutenir nos propres suggesticns : le produit destiné au fumage
doit &tre de qualité sinen 1l'action bactériostatique de la fur€e y est ino-
pérante et nous pouvons donc ajouter que dans certeins cas un effet opposé

pourrait méme se manifester.

Il importe de replacer l'action de la fumée dans le contexte
général du traitement du poisscn : avant d'étre fumés, les filets de saumon
sont salés et séchés (AMNNEXE 2). Le sel provogque une exosmose en captant
une partie de l'eau de constitution de la chair musculaire, et une certaine
guantité pénétre a l'intérieur des tissus. Cette déshydratation diminue la

disponibilité de l'eau pour la croissance des germes, le sel sélectiomne
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donc les flores en fonction de l'activité de 1l'eau (aw). Ainsi le salage
inhibe la multiplication des germes pathogénes et toxinogénes, et de la
majeure partie des bactéries intervenant dans l'altération, et elle favorise
celle des halophiles (32). les travaux de LISTON et Ccll. (37) puis ceux

de WECKEL et Coll. (67) ont permis ce déterminer la contribution du sel &

la qualité du poisson fumé : il raffermit la chair, erpéSche la décoloration
et donne du goft, mais il n'inhibe pas la croissance bactérienne et n'empéche
pas l'altération aux concentrations choisies pour satisfaire les consomma-
teurs. Un rapport de la FAO sur le fumage du poisson (1970) établissait que la
concentration de 2 4 3 % de sel retenue pour la plupart des produits moder-
nes n'a qu'un effet minime sur les bactéries. Des travaux anciens (16) avaient
déja pu montrer que tant que la concentration en NaCl demeure voisine de 2

a 5 %, l'eau reste liée aux constituants protéiques.

le sauron salé subit un "séchage", ce traitement est 1'un
des plus anciens procédés de préservation des aliments (7) : du fait de la
faible activité de l'eau cui en résulte, les microorganismes ne peuvent
pas proliférer, et la plupart des réactions chimiques et enzymatiques de

dégradation sont ralenties.

Des recherches effectufes en 1973 (55) ont amené leurs
auteurs & admettre que si les effets du sel, de la fumée et d'autres fac-
teurs sur la conservation du saumon fumé a3 froid sont & 1l'heure actuelle
assez mal connus, la corbinaison du salage, du séchage et du fumage se révée-
le généralement efficace en retardant l'altération. lLes produits fumés ne
sont stables que s'ils sont suffisamment déshydratés, ou si la quantité de
sel est suffisante pour abaisser l'activité de l'eau & un niveau qui ne

permette pas d'activité microbiologique (6).
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Des travaux effectués sur le saumon fumé (34) et sur le
mulet fumé (29) ont conduit & une conclusion commrune : le plus grand soin
doit étre apporté au traitement du produit ainsi qu'a son stockage, surtout
s'il est peu salé et peu fumé. La présentation du sauron fumé en bandes
prétranchées reconstituées nécessite de nambreuses manipulations, chaque
tranche est manipulée plus de 10 fois avant d'étre commercialisée, cette
pratique devrait faire l'objet d'une hygiéne extrérement rigoureuse. Par
ailleurs, il ne faut pas négliger les sources de contaminations importantes

que représentent les étaves de décongélation et de tranchage (10).

le fumage entraine une réduction sensible de la flore bac-
térienne si le saumon est peu contaminé. En praticque, l'action bactériosta-
tique de la fumée dans le poisson est limitée, mais elle est d'autant moins
néoligeable qu'elle se corbine aux effets du salage et du séchage. La stabi-
lisation réalisée ne permettra une conservation prolcongée que si la qualité
de la matiére premiére est irréprochable et si le traitement est effectué
dans les conditions d'hygiéne les plus strictes ; il s'avére indispensable
de trouver un procédé de sélection rapide des poissons destinés au fumage
pour que le saumon fumé, qui est un produit de luxe, soit un produit de

haute qualité.
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TECHNOLOGIE DU FUMAGE DU SAUMON

Il existe deux techniques essentielles pour fumer le

poisson : le fumage & chaud et le fumage & froid. Dans le fumage a chaud

Qi

la température des fumées venant au contact de la denrée est supérieure

oy

60° C, dans le fumage a froid cette méme température demeure inférieure
30° C (elle est généralement de l'ordre de 20° C) et le produit fumé

n'est pas cuit, contrairement & ce qui a lieu dans le fumage & chaud. La
technique la plus employé&e, tout au moins en France, est celle du fumage
a froid. Elle donne un produit dont la durée de conservation est habituel-

lement plus longue que celle du poisson fumé & chaud.

MATIERE PREMIERE

L'industrie du fumage en France utilise environ 10 000
tonnes de saumon chaque année. Pour obtenir un saumon fumé de bonne quali-
té, la chair doit étre relativement grasse, 15 % de graisse environ dans
le muscle. (On sait que la teneur en graisse des saumons varie suivant la
saison : elle peut atteindre 20 %, notamment chez 1'immature, alors qu'elle
tormbe au~dessous de 1 % pendant le jelne qui précéde la fraie ainsi que

dans les semaines qui suivent).

DECONGELATION

L'industrie emploie généralement du saumon congelé,

éviscéré, parfois ét&té, Il est placé a l'air ambiant & 18° C ol il se



décongele lentement, en 12 heures environ ; une meilleure technique de
décongélation peut €tre utilisée, qui consiste & asperger le poisson
d'eau & une température inférieure & 10° C. L'abdaren est ensuite gratté,

lavé puis rincé abondamment & l'eau courante.

FILETAGE

La technique de mise en filets exige une grande dextérité,
le coup de couteau qui va de la région antérieure & la queue doit étre sir
afin de ne pas détériorer la surface du filet, il faut par ailleurs dans
w but évident d'économie laisser le roins de chair possible sur 1l'aréte
dorsale. ILorsque le filet est découpé, les arétes ventrales sont Otées.

les filets ainsi obtenus sont appelés "bandes".

- SALAGE

Initialement, le salage avait pour but essentiel de rendre
le milieu défavorable aux microorganismes et les concentrations de sel
étaient trés élevées. Désormais le sel est ajouté en quantité juste suffi-
sante pour cbtenir le golit recherché, celui-ci variant quelque peu d'mn

marché & l'autre. Le salage peut étre pratiqué de deux fagons :

- salage 3 sec : les filets de saumon sont recouverts de
sel sec dans des bacs. Cette opération s'effectue & température ambiante

et dure environ une heure par kilog de saumon.

- salage en saumure : les filets sont irmergés dans une
saumure suivant des temps qui varient en fonction de la concentration

de la soluticn, en fonction de la taille des filets et en fonction de la

température.
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BAUDRUCHAGE

De la "baudruche" de boeuf est déposée sur le filet coté
chair. L'application de cette pellicule d'origine animale présente plu-
sieurs avantages : elle empéche 1l'écartement des myotomes lors du fumage
et permet ainsi d'cbtenir des filets présentant une surface lisse, elle

facilite la découpe et ccnfére au produit fini une brillance attirante.

Avant son utilisation la "peau" est lavée plusieurs fois
a l'eau claire ou dans un premier temps lavée avec une eau légérement ja-

vellisée puis rincée.
SECHAGE

Les filets sont disposés @ plat cOté peau sur des grilles.
Le séchage est souvent pratiqué dans le fumoir la nuit pour mettre a profit
le courant d'air résultant du tirage de la cheminée, & température ambiante
(pendant environ 10 heures). Il est éminemment souhaitable de choisir une
terpérature plus basse et d'accélérer l'opération en l'effectuant dans une

enceinte ventilée.

FUMAGE

les filets de saumon sont exposés & plat & l'action de la
furée dans une cellule du fumoir. La température de la fumée, qui provient
d'une corbustion ménagée de sciure de hétre, ne doit pas en principe dépas-

ser 18° C., (Les spécialistes estiment qu'd une température inférieure, il
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est difficile d'obtenir un fumage satisfaisant, par ailleurs il est évident
qu'une température plus élevée est préjudiciable & la qualité bactériologi-
que du saumon) . La durée du fumage dépend de nombreux facteurs et notamment
du degré hygrcmétrique de l'air, elle varie entre 8 et 14 heures ; la fin
de cette opération est déterminée par les fumeurs, cette appréciation du

- fumage exige une grande campétence et reste en partie subjective.

" CONGELATION SUPERFICIELLE

L'importance croissante de la vente au détail a conduit
les fournisseurs a présenter les filets prétranchés. le saumon fumé, plus
ferme qu'a l'état cru, ne permet toutefois pas un découpage en tranches
rapide et présentable. Ainsi, les bandes de saumon destinées au tranchage

sont placées dans un corpartiment froid & - 30° C pour durcir les chairs.

DERNTERES OPERATIONS

. Parage : le parage permet de donner une forme réguliére

au filet qui est ensuite débarrassé de sa peau.

. Tranchage : la bande partiellement congelée est découpée

par une machine.

. Reconstitution : le filet découpé en tranches est ensuite
reconstitué sur la peau qui sert de support, et les tranches sont séparées

par une feuille de cellcphane.



. Conditionnement : le saumon reconstitué est conditionné

sous vide dans un sachet imperméable aux liquides et aux gaz.

. Etiquetage et pesage : cette étape est entiérement

automatique.

. Stockage : pour faire face & une demande massive a cer-
taines périodes de l'année, une partie des bandes de saumon conditionnées

sous vide sont recongelées a coeur en attendant leur expédition.

Cet exposé rapide de la méthodologie du fumage du saumon
a pour seul but de situer le fumage proprement dit parmi les autres opéra-
tions, et de faciliter ainsi la lecture de cet ouvrage. Une étude compléte

des différentes techniques employées a été réalisée par NICOLLE (42).
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FLORE TOTALE BACILLES PYOCYANIQUES ENTEROBACTERIES COLIFORMES

199 000 100 000 26 000 400 2 400 1 600 1 880 2 680 2 000 480 1 000 710
59 000 16 000 169 000 1 500 2 000 1 500 2 100 960 3 360 320 250 400
AVANT 81 000 72 000 76 000 500 5 000 1 700 2 280 1 080 2 200 390 950 780
FUMAGE 58 000 55 000 73 000 400 . 2 600 1 000 1 900 1 510 1 870 450 (o] 680
61 000 155 CO0 68 000 500 1 300 o 2 560 2 080 2 80O 720 6950 470
52 000 63 000 46 000 800 5 400 2 800 1 850 3 020 1 400 550 2 720 580
90 000 118 000 42 000 400 1 800 2 400 1 820 2 240 960 430 1 560 350

Moyennes 77 958,33 2 020,83 1 932,91 808,33
189 000 113 000 23 000 200 400 900 470 190 340 470 190 540
53 ©0O 4 000 14 000 800 300 300 1 500 550 550 500 550 550
44 000 85 000 6 000 700 700 300 1 080 370 580 080 370 580
LPRES 123 ooo 60 000 4 000 500 700 600 280 1 750 1 100 280 750 100
FUMAGE 4C 000 158 000 11 000 400 400 700 1 540 1 700 440 540 700 440
44 000 13 000 12 000 300 300 200 740 1 200 1 100 740 1 200 100
13 000 22 000 5 000 700 o 800 590 1 380 360 590 1 380 360
26 000 5 000 2 000 700 o 500 750 1 960 210 750 1 960 210

Movennes 44 541,66 475,00 863,75 788,75

RAPPORT :
Mbre Avant Fumage 1,75 4,25 2,23 1,02

Nbre Aprés Fumage

TroLEAU 2 (A)

RESULTATS DES DENOMBREMENTS EFFECTUES SUR UN MEME FILET DE SAUMON AVANT ET APRES FUMAGE (ECHANTILLON 2 - n; =n, = 24)




COLIFOR'ES FECAUX

STREPTOCOQUES FECAUX LIACTOBACTLLES EACTERIES ISOLLES SUR BAIPD-FPARKER
520 230 180 2 900 1 400 6 200 8 720 7 210 6 990 2 900 2 100 4 &0
550 10 720 2 300 1 200 1 300 9 860 9 640 2 890 2 600 700 6 900
s 400 360 150 2 100 2 600 2 100 2 670 5 360 4 340 9 000 8 100 5 100
P 130 130 280 1 600 1260 7 000 5 580 9 810 6 110 3 700 5 600 9 300
PACE 100 50 130 1 000 7 000 1 100 4 120 3 430 5 590 3 600 5 000 16 600
330 510 550 1 700 5 500 1 100 10 030 7 190 7 900 2 700 8 000 6 900
180 1 350 o) 2 400 2 300 2 000 3 210 4 880 4 170 4 700 9 000 2 000
190 870 70 2 300 800 2 400 6 110 8 610 8 940 6 500 4 500 3 icoo
tovernes 374,58 2 562,50 6 390,00 5:554,16
o) 0 140 1 600 0 2 300 1 620 1 300 1 290 1 300 o) 100
360 10 40 3 500 0 1 100 740 1 680 1 560 1 100 700 100
630 160 0 3 600 0 1 200 1 080 1 240 1 770 400 100 0
IPRES (o] 300 (0] 1 400 100 100 700 820 2 450 800 (0] 300
FUMRCE (6] (0] 20 3 300 2 800 300 2 100 1 620 1 880 200 (0] 500
0 0 250 200 3 200 2 100 3 500 1 180 1 610 300 600 1 200
o) o] 30 300 2 600 100 1 520 2 220 1220 500 100 300
(6] 110 0 (6] 2 800 800 1 410 1 420 1 320 100 300 200
tovennes 85,41 1 31,66 1 552,08 383,33
FAPPORT
tre 2vant urage 4,38 1,84 4,11 14,48

Nore Inrés Furage

TABLEAU 2 (B) : SUITE DU TABRLEAU 2 (A)




R . BACILLES ' STREPTOCOQUES BACTERIES ISOLEES GERMES SE DEVELOP-
NCIBRE DE GERMES FLORE TOTALE ENTERORACTERTES COLIFORMES 2 RIES ISOLEES @ERMES £E DE
/9 PYOCYANIQUES FECAUX SUR PAIRD-PPREER PANT EN 2N7EPORICSE
280 000 16 €00 8 800 1 080 19 400 , 12 300 34 000
320 000 17 coo 13 400 3 160 14 200 14 700 24 000
Tt 200 000 3 00 4 800 1120 5 700 4 600 18 000
120 000 10 800 9 200 4 100 14 400 2 200 22 000
45 000 10 000 2 300 960 3 500 4 900 12 000
360 000 11 o0 5 400 1 640 4 600 6 000 24 000
Vovennes 220 833,33 |. 12 133,33 7 316,66 "~ 2 010,00 10 300,00 7 450,00 22 333,33
40 000 ‘ 2 000 2 600 1 900 3 300 000 28 000
120 000 2 000 6 200 © 3 040 9 300 8 000 46 000
100 000 - 1 700 820 7 900 ' 1 800 ' 34 coo
DPPES FUIRGE 48 000 1 000 8 500 6 100 4 200 0 34 occo
180 000 - 1 600 520 3 300 600 88 000
120 000 3 oo 6 500 1 960 4 200 500 68 000
loyennes 101 333,33 2 000,00 4 516,66 2 390,00 5 366,66 2 150,00 49 666,66
RILPTORT @
SELE Avent Fanage 2,17 6,06 1,61 0,84 1,91 3,46 0,44
Nore Pprés Fumage

- TABLEAU 3 i RESULTATS DES DENOVBREMENTS EFFECTUES SUR UN MEME FILET DE SAUMON AVA\ T ET APRES FUMAGE (ECHAMTILLON 3 - n; =n, = 6)
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GERMES SE DEVELOPPANT

NOIBPE DE (ERES /g FLORE TOTALE ENTEROBACTERIES LACTOBACILLES EN ANAERORTOSE LEVURES MOISISSURES
49 000 250 000 800 600 500 400 10 000 (0.09) 4 200 14 700 0 60
170 000 350 000 300 800 800 500 1 000 000 17 300 13 000 30 60
. 90 000 80 0CO 600 300 400 800 2 000 1 000 12 00 4 400 5) 30
35 000 70 00O 0] 600 600 O 4 000 O 3 600 700 30 0
AVANT FUMAGE 72 000 170 000 600 1 000 100 1 000 o 3 000 4 900 5 300 10 40
118 000 170 000 100 500 600 1 300 5 000 0 13 200 19 800 70 60
78 000 125 000 300 (0] 100 2 800 0 4 000 3 400 12 900 20 20
73,000 67 000 900 600 100 1 800 1 000 00.0] 10 600 11 6O 20 50
40 000 114 000 400 100 0 600 2 000 000 9 400 12 900 60 50
loyenres 117 833,33 527,77 855,55 2 611,11 9 627,77 34,44
250 000 7 000 200 (6} 100 (6] 4 000 (000} 8 700 1 500 10 10
5 000 70 000 (0] (o} 0} 100 0 3 000 2 400 10 600 0 (e}
201 O60) 4 000 200 6} 100 0 6 000 0] 5 500 2 300 10 (0]
17 000 130 000 0 200 o} 300 6} 8 000 2 700 13 000 0} 10
MPRES FUIMNGE 5 000 110 00O (0} 100 0} 300 6} 19 000 2 600 12 800 10 10
27 000 7 000 100 (0} (0} 160 1 000 57 000 2 300 2 700 0 10
23 00O 300 000 300 100 O 100 2, 000 10 00O 6 100 7 300 10 20
200 000 6 000 200 0] ¢} ¢} 2 000 0 70160 400 0 o
126 000 1 000 100 (0] (0] (0] 13 000 (0] 3 600 (6] (0] (@)
l'oyennes 72522522 83,33 61,11 7 111,11 5 088,88 5,55
RAPPORT
thre Avan:t FPurace
Ihre Zvant Furace 1,62 6,33 14,00 0,36 1,89 6,20
tiore Zprés Fumage
TABLEAU 6 @ RESULTATS DES DENOMBREMENTS EFFECTUES SUR Ui' MEME FILET DE SAUMON AVANT ET APRES FUMAGE (ECHANTILLON 6 - nj = n, = 18)
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