
N°d'ordre : 964 

ANNEXES 

à la 

THE SE DE DOCTORAT 

présentée à 

L'UNIVERSITE DES SCIENCES ET TECHNOLOGIES 

DE LILLE 

par 

Pierre MALLE 

MICROBIOLOGIE DES POISSONS MARINS 

EVALUATION EXPERIMENTALE DE L'ALTERATION 



TABLE DES MATIERES 

annexe 1 : Caractéristiques du "fish soluble". 

annexe 2 : Mise au point d'une "nouvelle méthode" de dosage des amines biogènes 
en HPLC : figures 1 à IX. 

annexe 3 : Résultats du dosage des amines biogènes par la "nouvelle méthode" : 
tableaux 1 à IV . 

publications personnelles : 

annexe 4 : Etude expérimentale de l'action antiseptique de la fumée sur 
Escherichia coli. ( 1981 ) 
Revue des lnd. Ali m. Agric. 9ll, 3, 175-180. 

annexe 5 : Le fumage du saumon : influence de la qualité de la matière première sur 
l'action antiseptique de la fumée. (1981) 
RTVA. 172 : 25-31. 

annexe 6 : Determination of the quality of fish by measuring trimethylamine oxide 
reduction. ( 1986) 
lnt.J.Food Microbiol. .3 : 225-235. 

annexe 7 : Rapid quantitative determination of trimethylamine using steam 
distillation. (1987) 
J.Food Prot. 50 : 756-760. 

annexe 8 : Teneur en azote basique volatil total du tissu musculaire des poissons 
marins. (1989) 
Rec. Méd. Vét. 165 : 395-402. 

annexe 9 : A new chemical criterion for the quality control of fish : 
trimethylamine 1 Total Volatile Basic Nitrogen (%). (1989) 
J.Food Prot. 52 : 419-423. 

annexe 1 0 : Rapid determination of fish freshness by evaluation of ATP degradation 
reflected in K value. ( 1992) 
Sci.Aiiments . .12 : 257-269. 



annexe 1 

FISH SOLUBLE 

Oxyde de triméthylamine .............. 68,5 mg/1 00 g de produit brut 

CARACTERISTIQUES 

A. Physiques 

pH (à 10 % 
Solubilité 
densité .•.. 

B. Chimiques 

dans l'eau) 
(à 50°C) 

Matières sèches ...•.....•.. 
Azote total .............. . 
Azote aminé 1 Azote total •. 
Azote basique volatil .• 
Matières minérales. 
Matières grasses •....... 
Polysaccharides .•... 
Cellulose •..•...•... 
A. aminés libres 1 A. aminés totaux. 

...... 

5,9 
99,9 % 

1160 Kglm3 

65,0 % 
9,7 % 

30,0 % 
0,2 % 
4,9 % 
1,0 % 
o,o % 
0,0 % 

15,7 % 

c. Répartition des poids moléculaires de la fraction azotée 

Entre 
Inférieur à 
Acides aminés 

10.000 et 15.000 •. 
10.000 ...• 

libres ..• 

o. Vitamines (en ppm> 

Bl.. 
B2 •• 
B6 ••• 
B12 •• 
Niacine •. 
Acide folique. 
Acide pantothénique. 

20 % 
65 % 
15 % 

4,6 
21,5 

2,4 
0,06 

70 
0,82 

..18,5 
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putrescine 
cadaverine 
histamine 

spermidine 

Figure 1 : Chromatogramme d'une solution des 5 amines standards obtenu sans gradient avec une phase 
mobile : 75% acetonitrile- 25 %eau. 
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putrescine 

cadavérine 
histamine 

spermidine 

spermine 

Figure Il : Chromatogramme d'une solution des 5 amines standards obtenu avec le gradient 

mis au point. 
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Figure Ill. Chromatogramme obtenu sans purification à l'éther éthylique, correspondant à un 
un échantillon de merlan (ABVT = 37 mg N/1 00 g). 
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Figure IV. Chromatogramme obtenu avec purification à l'éther éthylique, correspondant à un 
échantillon de merlan (ABVT = 37 mg N/1 00 g). 
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Figure V. Chromatogramme d'un extrait blanc obtenu sans purification à l'éther éthylique. 
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Figure VI. Chromatogramme d'une solution de chlorure de dansyl (0,5 ml dans 4 ml d'acétronitrile). 
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1 ,3 diamino propane 
putrescine 
cadavérine 
histamine 

spermidine 

spermine 

Figure VIl. Chromatogramme d'une solution d'amines additionnée de 1,3 diamino propane. 
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diamine propane 

Figure VIII. Chromatogramme d'une solution de 1,3 diamine propane (2 mg de 1,3 diamine propane 
dichlorhydrate 1 1 0 ml Na H C03 ) obtenu avec le protocole témoin. 
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diamino propane 

Figure IX. Chromatogramme d'une solution de 1,3 diamino propane (2 mg de 1,3 diamino propane 
dichlorhydrate 1 1 0 ml Na H C03 ) conservée 6 jours à 3 ° c obtenu avec le protocole témoin. 
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INDICE 1.3 1.8 

--------- ----------------------------- -------------------------------
TAUX DE x 7.8 . x 7 . x 6.5 x 6.8 . x 6.2 . . . . . 
PERTES . . . . . . . . 

--------- ----------------------------- -------------------------------
p 210327 . 211393 . 172185 240754 . 177140 . . . . . . . . . . . . . 
c 70324 . 73920 . 82049 70910 . 75664 . . . . . . . . : . . . 
H 36145 . 42133 . 32259 14701 . 149664 . . . . . . . . . . . . . 

Sd 171974 . 134358 . 116358 48049 . 204271 . . . . . . . . . . . . . 
sn -- . 13363 . 21671 9316 . 20664 . . . . . 

INDICE 2.5 2.6 

--------- ----------------------------- -------------------------------
TAUX DE x 5.2 : x 6.3 . x 5.4 x 7.4 . x 11.9 . x 6 . . . 
PERTES 

--------- ----------------------------- -------------------------------p 466653 : 456491 . 396937 777740 . 712346 . 633863 . . . . . . . . . . . 
c 370307 . 339620 . 315819 544078 . 517579 . 489202 . . . . . . . . . . . . 
H 48989 : 42077 . 36838 36045 . 40686 : 32922 . . . . . . . . . . 

Sd 158927 . 208958 . 178599 249018 . 259331 . 173079 . . . . . . . . . . . . 
sn 13254 . 15214 : 13478 30577 . 17183 : 17899 . . 

INDICE 2.7 2.8 

--------- ----------------------------- -------------------------------
TAUX DE x 5.8 . x 5.7 . x 4.6 x 6.2 . x 6.5 . x 5.7 . . . . 
PERTES . . . : . . . 

--------- ----------------------------- -------------------------------p 1011682 . 894968 . 794374 1015717 . 995871 : 1122704 . . . . . . . . . . . 
c 1576469 :1430262 : 1262405 2690895 . 2617121 . 2967872 . . . : . . . . . 
H 527701 . 514362 . 424331 293225 . 270959 . 300706 . . . . . . . . . . . . 

Sd 130181 : 153740 . 161179 164428 . 180635 . 151633 . . . 
: . . . . . . 

Sn --- . 11035 . 26744 20429 . 18668 . 25655 . . . . 
INDICE 2.9 3.4 

--------- ----------------------------- -------------------------------
TAUX DE x 3.71 . x 4.35 . x 4.08 x 4.83 . x 4.76 . . . . . 
PERTES . . . : . . . 

--------- ----------------------------- -------------------------------p 2084374 :2042551 . 2048343 2456441 . 2159757 . . . . . . . . . . . . 
c 3673575 :3620209 . 360272 4632641 . 3958059 . . . . . . . . . . . . 
H 1106099 :1148065 . 1149422 770235 . 762695 . . . . . . . . . . . . 

Sd 176165 . 165369 . 172535 164751 . 137635 . . . . . 
: . : : . 

sn 12895 . 13467 . 19163 14712 . 14679 . . . . . 

Tableau 1: Valeurs corrigées (par le taux de pertes au cours de l'extraction) des surfaces des pics correspondant au 
amines biogènes du merlan conservé à 0°C en fonction de l'indice d'altération. (P : putrescine; 
C : cadavérine ; H : histamine ; Sd : spermidine ; Sn : spermine). 
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INDICE 1.2 1.4 

--------- ------------------------------- -------------------------------
TAUX DE x 10.29 . x 7.5 . x 6.5 x 5.6 . x 5.1 . x 6.3 . . . . 
PERTES . . . . . . . . 

--------- ------------------------------- -------------------------------
p 149195 . 148080 . 157137 184929 . 160385 . 196560 . . . . . . . . . . . . 
c 19955 . 10447 . 231153 17399 . 17789 . 17268 . . . . . . . . . . . . 
H 35778 . 20872 . 7254 20317 . 20227 : 10880 . . . . . . . . . . . 

Sd 324207 . 286507 . 604702 233184 . 163460 . 156782 . . . . . . . : . . . 
Sn 32670 . 14602 . 22600 12673 . 11664 . 11296 . . . . 

INDICE 1.8 2.1 

--------- ------------------------------- -------------------------------
TAUX DE x 7.9 . x 10.5 . x 7.2 x 7.3 . x 5.6 . x 6.15 . . . . 
PERTES 

--------- ------------------------------- -------------------------------
p 297538 : 221518 . 288713 211656 . 254795 : 251898 . . . . . . . . . . 
c 82658 . 79369 . 74023 106624 . 115550 . 137268 . . . . 

: . . : . . 
H 11771 : 26628 . 9598 39362 . 52679 . 29372 . . . 

: . . . . . . 
Sd 296674 . 373170 . 234324 266165 . 141098 . 163621 . . . . 

: . . . . . . 
Sn 54913 . 36571 . 23551 20309 . 12958 . 16088 . . . . 

INDICE 2.5 2.8 

--------- ------------------------------- -------------------------------
TAUX DE x 4.42 : x 5.36 . x 4.76 x 6.19 . x 7.57 : x 7 . . 
PERTES 

--------- ------------------------------- -------------------------------
p 403042 . 334634 . 344695 414464 . 438840 . 461217 . . . . . . : : . . 
c 167544 : 168363 . 181623 611392 . 619169 : 683598 . . . . : : . . 
H 62931 . 65655 . 75736 690853 . 672663 . 690113 . . . . . . . : . . . 

Sd 135667 . 149287 : 128710 221372 : 271066 . 233026 . . . . . . . . . . 
Sn 6581 . --- . ---- 17518 . 16676 . 10820 . . . . 

INDICE 3.1 

--------- ------------------------------- -------------------------------
TAUX DE x 2.93 . x 5.07 . x 5.17 . . 
PERTES . . . . 

--------- ------------------------------- -------------------------------
p 544312 . 523787 . 547208 . . . . . . 
c 923161 : 1072705 . 1138480 . . . . . 
H 429617 . 499720 . 562718 . . . . . . 

Sd 95500 . 247102 . 149506 . . . . . . 
Sn 2994 . 15423 . 6333 . . 

Tableau Il: Valeurs corrigées ( par le taux de pertes au cours de l'extraction ) des surfaces des pics correspondant 
aux amines biogènes du maquereau conservé à 0°C en fonction de l'indice d'altération. 
(P : putrescine ; C : Cadavérine ; H : histamine ; Sd : spermidine ; Sn : spermine). 
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( amines (ppm) :putrescine :cadavérine :histamine :spermidine :spermine) 
( ) 
( indice ) 
(----------------------------------------------------------------------) 
( 1,3 67,90 23,22 13,84 82,20 : 18,79 ) 
( ) 
( 1,8 71,67 22,59 6,08 102,82 16,08 ) 
( ) 
( 2,5 150,92 105,38 16,02 106,33 19,74 ) 
( ) 
( 2,6 174,24 159,32 41,20 132,58 23,48 ) 
( ) 
( 2,7 308,82 438,58 183,64 86,60 20,26 ) 
( ) 
( 2,8 358,35 848,15 108,31 114,21 23,15 ) 
( ) 
( 2,9 706,04 1119,43 426,24 100,02 16,28 ) 
( ) 
( 3,4 791,68 1323,82 287,96 88,25 15,76 ) 

Tableau Ill: Teneurs moyennes en amines biogènes (en ppm) déterminées en fonction de l'indice 
d'altération chez le merlan conservé à 0°c. 

( amines (ppm) :putrescine :cadavérine :histamine :spermidine :spermine) 
( ) 
( indice ) 
(----------------------------------------------------------------------) 
( 1,2 58,05 6,23 7,52 219,46 45,53 ) 
( ) 
( 1,4 61,95 5,39 6,44 107,09 11,99 ) 
( ) 
( 1,8 92,35 24,25 6,01 175,92 41,13 ) 
( ) 
( 2,1 82,13 36,92 12,91 104,65 17,65 ) 
( ) 
( 2,5 105,10 53,17 25,59 80,48 7,06 ) 
( ) 
( 2,8 150,29 196,70 257,18 141,15 16,09 ) 
( ) 
( 3,2 184,68 322,00 186,85 95,75 8,85 ) 

Tableau IV :Teneurs moyennes en amines biogènes (en ppm) déterminées en fonction de l'indice 
d'altération chez le maquereau conservé à 0°c. 
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Étude expérimentale de l'action antiseptique 

de la fumée sur "Escherichia coli J' 

Pierre MALLE *, Philippe EB * * et Roger TAILLIEZ * * 

SUMMARY 

Experimental methods were esta

blished in order to study the smoking 

us:ng liquid or gel!fied media. Data 

about antiseptic action of smoke on 

Escherichia coli were as follows : 

- Subm:tted to a direct action of 

smoke, a bacterial population 

showed SJime exponentiel survival 

curves as that obt.ained w:th 

thermal treatment. 

- Whereas a bacterial population 

was exposed to smoke corn

ponants prev:ously dlffused 

through an agar medium the num

ber of survivors was a function of 

-smoke concentration : the ch.a

racteristic relation was simuolar to 

those of chemical desinfect:on 

treatment. 

RESUMEN 

Los metodos de analisis se han 
est.ablecido para estudiar la acc!on de 
los humos sobre modelos constiuidos 

en medio liqu:do y solido. Los resnl
t.ados en cu.anto a la accion ant!sep
tica del humo sobre Escherichia coli 

demuestran que : 

- Para una poblacion de bacter:as 
someti:las a la accion directa del 
humo, la curva de supervencia si
gue una ley exponencial identica 
a la que pcede observarse 
teoricamente para un tratamiento 

term:co. 
- Para una poblacion de bac!e;ias 

sometidas a la accion de com
ponentes del humo que se ha 
difundido previamente dentro del 

medio sol:do, se encuentra una 
relacion entre el valor de esterili
sacion y la concenr.ac!on de subs
tancias del humo ; esta relacion 
es muy parecida a la que puede 
observaroe en la caso de trata

mientos qulmicos ut:lizados para 
la désinfeccion. 

INTRODUCTION 

RESUME 

Des méthodes d'analyse de labora
toire sont mises au• point pour étudier 
le fumage sur des ·modèles constitués 

soit par un mil!eu liqu:de aqueux, soit 
par un mil:eu gélifié. Les résultats 
expérimentaux concernant l'action anti
septique de la fumée sur Escherichia 
coli démontrent que : 

- Pour une population bactérienne 
soumise à l'action directe de la 
fumée, la cinét"que de survie suit 
une loi exponentielle qui est ana
logue à celle observée théor!que-· 
ment pour un traitement thermi
que. 

- Pour une population bactérienne 
soumise à l'action des composants 
de la fumée ayant préalablement 

diffusé dans un m:lieu gé!i1ié, il 
existe une relation entre la valeur 
stér:Jisatr:ce et la concentration 

des substances empyreumatiques : 
celle-ci est à rapprocher de celles 

observées au cours de certains 
tra"tements chlmiques visant à la 
désinfection. 

Le fumage est une technique appl:quée depuis les 
temps les plus anciens pour assurer la conservation 
de denrées alimentaires d'origine animale. La combi
naison des actions respectives du sel et de la fumée 
sur les tissus, qui en est la base, est une méthode 
ancestrale : l'histoire nous apprend que chez les 
Egyptiens, les Grecs, les Romains, le commerce du 
poisson séché, salé et fumé se prat:quait déjà. 

nues dans la fumée que fournit la combust'on lente 
de copeaux ou de sciure de bois. A l'origine, ce 
procédé était employé po.ur amél!orer la qualité 
microb:ologique d'un produit, mais ultér:eurement, 
lorsque d'autres modes de conservation sont appa
rus, c'est essentiellement pour améliorer les qual"tés 
organolept•ques que le fumage a été ut:lisé. Ainsi le 
traitement par la fumée d'une denrée alimentaire 
d'origine an:male lui confère une couleur et une 
saveur particulières, et lui assure une meilleure 
conservation. 

Le fumage consiste à imprégner les tissus préala
blement salés de substances empyreumatiques conte-

* Laboratoire des Services Vétérinaires, Boulogne-sur
Mer. 
** Laboratoire de Microbiologie, Université des Sciences 

et Techniques de Lille. 

Au début du s'ècle, on insistait particul'èrement 
sur le rôle joué par le formol auquel on attr'buait les 
propriétés antiseptiques des fumées de bois. En 1951, 
D:euzeide (1) note que la plupart des produ!ts résul-

Article reçu le 20 janvier 1981, accepté par le Comité de Lecture le 12 février 1981 
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tant de la distillation des ligno-celluloses sont anti
septiques, accordant à l'aldéhyde formique le rôle 
principal, il soul'gne la contribution de nombreuses 
substances à l'action antiseptique de la fumée. 

Shewan (2) constate en 1949 que le poisson fumé 
contient beaucoup de composés chim'ques possé
dant des propriétés bactéricides ou bactériostatiques 
et que la teneur de la fumée en acides, en abaissant 
le pH de la chair de poisson, rend les microorganis
mes plus sensibles à l'action bactéricide et bactério
statique de la fumée elle-même. Des recherches ulté
rieures (3) l'amènent à penser que sur le plan micro
biologique les constituants de la fumée les plus actifs 
sont les composés phénoliques. En 1967, Nielsen et 
Pedersen (4) étudiant l'effet inhib!teur des consti
tuants de la fumée sur Clostridium bot'ulinum dans 
du saumon fumé à froid l'attribuent au formaldéhyde 
et non aux phénols ; des travaux publiés la même 
année par Tilgner (5) accordent, par contre, l'activité 

annexe 4 

bactéricide principale à des dérivés méthylés d"hy
droxyphénols. En 1969, Zaitsev et Coll (6) mettent 
un terme à cette polémique en démontrant que 
l'effet bactéricide de la fumée dépend non seulement 
du formaldéhyde, mais aussi du phénol, des acides 
organiques et d'autres composés. 

Si l'étude des composés chimiques susceptibles 
d'avoir une action létale sur les microorganismes 
a fait l'objet de travaux de recherche relativement 
nombreux, il n'en est pas de même pour l'établisse
ment de lois physiques relatives à ce phénomène ; 
au cours d'un travail de recherche appliquée au 
fumage du saumon (7) il nous a paru intéressant 
d'aborder ce problème : comme il est difficile de 
faire une étude précise sur ce matériel du fait de 
l'hétérogénéité de la répartition des microorganismes, 
nous rapportons ici une étude expérimentale de 
l'action de la fumée sur des bactéries hors de la 
denrée alimentaire qui constitue le substrat habituel 

MATERIELS ET METHODES 

1. Souche bactérienne : 

Les expériences sont réalisées avec Escherichia 
coli K 1 O. La conservation a été effectuée sur une 
gélose nutritive inclinée (8) à une température com
prise entre + 2 °C et + 8 oc. La souche a été 
rep:quée tous les deux mois. 

2. Milieu de culture : 

Le milieu min;mum MSB, (9) couramment employé 
pour les bactéries prototrophes est" utilisé liquide 
pour la préparation des bactéries ; il est utilisé à · 
l'état gelosé pour les autres essais. 

3. Dénombrements : 

Tous les dénombremef\tS sont effectués en double 
exemplaire selon la même technique d'ensemence
ment en profondeur (8) sur milieu MSB, gélosé ou 
sur gélose au désoxycholate 1 0/00 pour coliformes 
(10): la numération des colonies est réalisée après· 
vingt-quatre heures de culture à 44 °C. 

4. Fumoir: 

Il s'agit d'un fumoir horizontal statique de marque 
Afos. La fumée provient de la combustion de sciure 
de bois durs contenant au minimum 80 % de hêtre, 
le reste provenant de chêne, de frène et d'orme. 
La technique de fumage à froid a été employée dans 
ces travaux avec une température de la fumée 
voisine de 18 °C. (Dans le fumage à chaud, la tempé
rature des fumées est supérieure à 60 °C, alors que 
dans le fumage à froid elle est inférieure à 30 °C.) 

Les paramètres caractéristiques du fumage sont 
rigoureusement les mêmes pour tous les essais 
expérimentaux qui ont été réalisés en boites de 
Pétri placées dans une cellule de fumage où sont 
habituellement placés des filets de saumon. 
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S. Technique d'exposition des bactéries à /' • action 
directe • de la fumée : 

Le procédé expérimental suivant est adopté pour 
simuler l'action de la fumée à la surface d'une denrée 
alimentaire. Une suspension d'Escherichia coli dans 
de l'eau_ physiolog'que est répartie de façon homo
gène dans une série de boîtes de Pétri ; celles-ci 
sont alors soumises à l'action de la fumée durant des 
périodes de temps différentes ; pour éviter la dessic
cation des bactéries, on coule préalablement dans 
le fond de la boite une couche de gélose vierge 
(agar-agar). 

La comparaison des dénombrements effectués à 
partir de suspensions ayant subi des expositions de 
diverses durées permet d'étudier l'évolution du 
nombre de bactéries survivantes au traitement par 
le: fumée. 

6. Technique d'exposition des bactéries à /' ·action 
indirecte • de la fumée : 

La fumée agit en partie par imprégnation du subs
trat : pour simplifier l'expérimentation, le poisson (ou 
la viande), qui constitue le substrat habituel, est 
remplacé par de la gélose. Une suspension bacté
rienne ensemencée dans un milieu gélosé est sou
mise pendant un laps de temps déterminé à l'act!on 
de substances empyreumatiques de concentrations 
variées. Le nombre de bactéries survivantes est dé
terminé pour chacune de ces concentrations. 

Le mode opératoire est le suivant : 

Une couche de gélose vierge (10 ml) est coulée 
dans le fond d'une boite de Pétri. Celle-ci est alors 
soumise à l'action de la fumée pendant une durée 
déterminée : sa concentration en substances empy
reumatiques d:ffuslbles peut être considérée comme 
proportionnelle à cette durée d'exposition (11, 12). 
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Après cette opération, 0,5 ml d'eau physiologique 
stérile sont déposés sur le gel pour éviter un contact 
direct des bactéries avec la surface où la concen
tration en substances empyreumatiques est élevée. 

Ensuite, 1 ml d'une suspension d'Escherichia coli 
dans de l'eau physiologique est intimement mélangé 
au moment de l'emploi à 10 ml de milieu gélosé MSB1 

en surfusion à 45 oc, puis coulé sur la couche infé
rieure. 
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Enfin, une couche superficielle de gel vierge est 
déposée pour éviter le contact avec le milieu exté
rieur .. Après une incubation de quarante-huit heures 
à 44 °C le dénombrement est effectué. 

Dans cette opération, les bactéries sont soumises 
à l'action des composants de la fumée qui se sont 
concentrés dans la couche inférieure et qui diffusent 
pendant l'incubation dans la couche intermédiaire 
qui les contient. 

RESULTATS 

1. Evolution du nombre de bactéries survivantes en 
fonction du temps d'exposition à la fumée : 

La technique mise au point pour l'étude de l' • ac
tion directe • a été pratiquée sur une série de boites 
de Pétri avec des suspensions contenant initialement 
90, 1 .000 et 10.000 E. coli vivants : la figure 1 repré
sente les cinétiques de survie de populations bacté
riennes soumises à l'action de la fumée ; chacune 
exprime le logarithme du nombre de bactéries survi
vantes en fonction de la durée d'exposition. Pour 
un même essai, l'estimation du nombre de microor
ganismes est analogue après dénombrement sur 
milieu MSB, ou sur gélose au désoxycholate qui est 
un milieu sélectif pour les coliformes : il est donc 
très probable qo'il n'y a pas eu de contamination par 
d'autres bactéries au cours de nos essais expéri
mentaux. Toutes les cinétiques peuvent être approxi
mativement représentées par des droites dont les 
pentes sont à peu près identiques ; pour les essais 
effectués avec comme nombres initiaux d'E. coli 1.000 
et 1 0.000 une étude statistique montre l'existence 
d'une liaison significative entre le nombre de bacté
ries survivantes et la durée d'exposition : les coeffi
cients de corrélation sont respectivement de 0,993 
et de 0,998 ce qui permet d'apprécier la probabilité 
du risque pris à p < 0,001 . 

. Pour ces cinétiques, la figure 2 donne une autre 
représentation qui exprime le logarithme du rapport 
(nombre de bactéries initiales / nombre de bactéries 
survivantes après traitement) en fonction de la durée 
d'exposition : pour les quinze mesures rapportées, 
le test de linéarité réalisé par l'analyse de la variance 
montre que l'on peut considérer que l'on a affaire 

à une droite (F; = 2,809). 

Au vu de ces résultats, on peut admettre que la 
cinétique de survie correspond à l'équation : 

t 
log. N = log. N0 - - (fig. 1) 

D 

ou log. (fig. 2) 
N D 
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dans laquelle N0 est le nombre de bactéries initiale
ment présentes, N le nombre de bactéries survivantes 
après une ·durée d'exposition t, et D le temps néces
saire pour détruire 90 % des germes présents. Après 
calcul des paramètres des droites de régression, 

~ 
0 

" t 1 
0 0 

10 5 10 15 20 25 30 35 
DUREE D'EXPOSITION{minutes} 

Figure 1 : Cinétiques de survie de populations d'E. coli 
soumises à l'action directe de la fumée : les expériences 
ont été réalisées avec un nombre Initial de bactéries vivan
tes (N0 ) ·de 90 (0), de 1.000 (11) et de 10.000 Ct:,.). Pour 
chaque essai, au-delà d'une certaine durée d'exposition. 
le nombre de bactéries survivantes est nul (noté par le 

x 
symbole .J, ). 

0 
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1 0~--~5~--~10----~15~--2~0--~2~5---3~0----3~5--~ 
durée d'exposition (minutes) 

Figure 2 : Evolution des rapports : nombre de bactéries 
initialement présentes 1 nombre de bactéries survivantes 
après traitement (N0 /N) en fonction de la durée d'exposition 
à la fumée : les essais ont été réalisés avec un nombre 
initial de bactéries vivantes (N0 ) de 90 (0), de 103 ( .A) et 
de 104 ([]). 

la valeur de D peut être estimee à environ dix minu
tes dans nos conditions expérimentales. 

2. Evolution du nombre de bactéries survivantes en 
fonction de la concentration en fumée 

La technique élaborée pour l'étude de l' • action 
indirecte • a servi de méthode expérimentale : elle 
a été appliquée à des séries de boites de Pétri préa
lablement exposées à la fumée durant des périodes 
distinctes, puis ensemencées avec un nombre cons
tant d'E. coli. Toutes les numérations sont effectuées 
après quarante-huit heures de contact. La • concen
tration en fumée " qui peut être considérée comme 
proportionnelle à la durée d'exposition de la couche 
inférieure de gélose, est exprimée par la lettre C 
affectée d'un nombre égal à la durée d'exposition 
correspondante (en minutes). 

Sur la figure 3 sont rapportées quelques courbes 
de survie de populations bactériennes en fonction 
de la • concentration en fumée ". La représentation 
sur papier semi-logarithmique ne donne pas une rela
tion linéaire entre les paramètres, par contre, avec 
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No 
les valeurs de log. et de C converties en loga-

N 

rithmes on matérialise une droite (fig. 4). L'équation 
de celle-ci peut être établie par calcul statistique : 
les caractéristiques de la droite de régression per
mettent de conclure que : 

1 
No 

log. -3.4010 + 2,8626 log. C 
N 

L'estimation du coefficient de corrélation (r = 
0,9971) indique que nos données expérimentales 
s'ajustent parfaitement à la droite de régression. Ce 
résultat est largement confirmé par le test de Student 
qui, pour un • t • = 34,9495, indique que la proba
bilité du risque pris est inférieure à 1 0/00 : pour 
les neuf mesures rapportées. le test de linéaritë 

10
5
.---------------------------------------, 

f 
0 

1 
.~0,-------------tl~O~------------,~--------~ 

CONCENTRATK>N EN fUMEE • 

Figure 3 : Courbes de survie de populations d'E. coli 
en fonction de la • concentration en fumée • (exprimée en 
minutes d'exposition du gel). Les nombres de bactéries 
Initialement présentes sont de 1.50 ( .Â.). 15.00 (0) et 
150.00 (•). Pour chaque essai, au-delà d'une certaine 
• concentration en fumée • le nombre de bactéries survi-

x 
vantes est nul (noté par le symbole J. ). 

0 
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0,1 :----------L~'----...__--.JL--.J...._.L......J 
1 10 20 30 40 5060 

CONCENTRATION EN FUMEE • 

Figure 4 : Evolution du rapport : nombre de bactéries 
initialement présentes /nombre de bactéries survivantes 
après traitement (N0 /N) en fonction de la • concentration 
en fumée • (échelle bilogarithmique). Pour les trois essais 
effectués, Je nombre Initial de bactéries vivantes (N0 ) est 
de 1()3 (•), 104 Ct:.) et 105 (0). 

• La c concentration en fumée • est exprimée en minutes 
d'exposition du gel. 

réalisé par l'analyse de la variance montre que l'on 
peut considérer que l'on a affaire à une droite 

(F ! = 1,111 ). 

L'équation précédente peut aussi se mettre sous 
la forme: 

No 
log.

N 
4. 1 o-· .c2,sG 

qui permet aussi de calculer, dans nos conditions 
expérimentales, le nombre de bactéries survivantes 
après quarante-huit heures de contact avec une 
• concentration en fumée • déterminée ; dans cette 
équation, la puissance dont est affectée la c concen
tration en fumée • C est une valeur caractéristique 
habituellement désignée • exposant de Watson • (13), 
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lnd. Aliment. Agric., 1981, 98. 3 

DISCUSSION ET CONCLUSION 

Les résultats obtenus à l'aide de nos deux modèles 
expérimentaux permettent d'établir des lois physi
ques caractérisant l'action bactéricide au cours du 
fumage. 

Avec le premier modèle expérimental, on montre 
que pour une population d'E. coli soumise à l'action 
directe de la fumée, l'évolution du nombre de bacté
ries survivantes en fonction de la durée d'expos'tion 
suit une loi exponentielle : celle-ci est analogue 
à celle qui exprime théoriquement la destruction bac
térienne résultant d'un traitement thermique (14, 15) 
et qui est maintenant bien connue (16, 17). 

Avec le second modèle expérimental on s'intéresse 
aux substances de la fumée diffusibles dans un milieu 
contenant les bactéries et qui ont sur ces dernières 
une action létale : on montre que la réduction d'une 
population bactérienne obtenue après un temps de 
contact donné est fonction de la • concentration en 
fumée • : la relation caractéristique est semblable 
à celle établie de façon emp!rique par Watson (13) 
à partir des données fournies par Chick (18). Notre 
démonstration confirme donc de façon indirecte J'in
tervention de substances telles que le formol et le 
phénol dans le processus de désinfection par la 
fumée jusqu'à maintenant admis (1, 6). 

Pour les deux équations établies, nous avons par
faitement défini dans nos conditions expérimentales 
les valeurs des paramètres se rapportant à E. coli. 
D'autres valeurs seraient à déterminer pour d'autres 
espèces de microorganismes ; en particulier, on sait 
que les valeurs de D (temps de réduction décimale) 
et de n (exposant de Watson) ici affecté à la • con
centration de fumée • dépendent non seulement des 
espèces bactériennes, mais aussi de leurs états 
physiolog;ques : la forme sporulée. et la forme végé
tative d'un même microorganisme ont des compor
tements très différents ·du point de vue de la des
truction therm;que et chimique. De plus, on sait que 
d'autres facteurs tels que la composition du milieu, 
le pH, la température influent sur les valeurs carac
téristiques des pa~amètres établis pour une espèce 
donnée. 

En pratique, dans le fumage d'une denrée alimen
taire, différents paramètres conditionnent l'action 
antiseptique de la fumée : 

- la composition chimique et les propriétés de 
la fumée varient en fonction des essences de 
bois employées (19) et des conditions de pro
duction de la fumée : la température à laquelle 
la fumée est produite, la proportion d'e-au dans 
les copeaux ou la sciure, le pourcentage d'air 
entrant dans la combustion (20) ; 

- une partie importante des composants de> la 
fumée déposés sur la denrée se concentre dans 
la zone externe du tissu musculaire (21); 

- la quantité de fumée pénétrant à l'intérieur de 
la chair animale est une fonction complexe de 
la composition et de la concentration de celle
ci, des conditions environnantes et de l'état 
de la surface (22) ; 
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- le tissu musculaire protège les bactéries de 
l'action de la fumée et des substances consti
tutives peuvent inhiber les composants empy
reumatiques actifs (7). 

Aussi, pour déterminer son efficacité réelle sur 
le plan microbiologique, l'action antiseptique de la 
fumée telle que nous l'avons étudiée doit être repla
cée dans son contexte habituel, c'est-à-dire le pro
duit fumé : les paramètres des équations caractéris-

annexe 4 

tiques devront donc être établis dans le milieu 
alimentaire concerné et pour les microorganismes 
les plus résistants dont la présence fait courir un 
risque aux consommateurs. 
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annexe 5 

Le fumage du saumon 

1 nfluence de la qualité de la matière prem1ere 
sur l'action antiseptique de la fumée 

par P. MALLE (•), P. EB (••) et R. TAILLIEZ (••) 

Les produits fumés connaissent un regain d'intérêt depuis une vingtaine 
d'années, notamment le saumon qui rencontre un grand succès sur le marché 
français. Autrefois les denrées alimentaires subissaient unfumage intense réali
sant une véritable stérilisation; l'industrie alimentaire pratique aujourd'hui sur 
le saumon un fumage modéré dont le but essentiel est de conférer au produit des 
caractéristiques organoleptiques délicates. Il importe de savoir si le fumage à 
froid tel qu'il est utilisé actuellement permet d'obtenir une stabilisation du pro
duit traité. 

Pour étudier l'évolution de la flore bactérienne du saumon pendant le 
fumage, nous avons réalisé des dénombrements sur un même filet avant et après 
fumage. La comparaison des résultats ainsi obtenus sur plusieurs filets met en 
évidence une action incontestable de la fumée sur la flore bactérienne aérobie, 
mais cette action est modérée puisque le taux moyen de réduction du nombre de 
bactéries est de i'ordre de 5 [J, 2]. 

Dans d'autres expériences de laboratoire, des bactéries comme Escherichia 
coli et Staphylococcus aureus ont été utilisées: l'action de la fumée sur des sus
pensions bactériennes en milieu aqueux (ou gélifié) s'est révélée remarquable
ment efficace [1, 3],· dans ces conditions opératoires, l'activité antiseptique de la 
fumée est nettement plus importante que celle observée avec les filets de saumon 
et nous envisageons l'hypothèse que les tissus du poisson protègent les micro
organismes qu'ils contiennent. Nous nous proposons au cours d'une étude expé
rimentale avec E. coli de vérifier cette hypothèse puis de déterminer la nature 
des constituants tissulaires en cause : une telle analyse a pour but essentiel de 
déterminer les critères conduisant à l'obtention d'un produit fumé d'excellente 
qualité. 

MATÉRIELS ET MÉTHODES 2. Étude de • l'action directe • de la fumée 

1. Fumoir La technique utilisée a été décrite précédemment [ 1, 3]. 

Les expériences de fumage ont été réalisées dans un 
fumoir horizontal statique de marque AFOS; il s'agit d'un 
fumage à froid où la température de la fumée est voisine de 
18 °C. Le taux de fumage est approximativement propor
tionnel à la densité optique de la fumée [4]. Cette densité 
de fumée qui est constante dans une expérience donnée 
peut présenter des variations d'une expérience à une autre, 
compte tenu des nombreux facteurs dont elle dépend; ceci 
est à considérer dans l'interprétation des résultats. Dans 
chaque expérience, les boîtes de Pétri ont été placées dans 
la cellule de fumage où sont habituellement exposés les 
filets de saumon. Les paramètres caractéristiques du 
fumage dans ces essais sont donc rigoureusement iden
tiques à ceux du fumage classique du saumon. 

(*) Laboratoire des Services Vétérinaires, Boulogne-sur-Mer. 
(**) Laboratoire de Microbiologie, Université des Sciences et Tech
niques de Lille. 
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Les boîtes de Pétri contenant soit une suspension 
d'Escherichia coli (souche K 10) dans de l'eau physiolo
gique, soit un mélange E. co/i-broyat de saumon sont 
placées dans le fumoir pendant un temps déterminé (de 10 
à 50 mn). Après exposition à la fumée, un prélèvement est 
réalisé : son ensemencement sur milieu MSB 1 gélosé [ 5] 
permet d'effectuer une numération sélective après incuba
tion de 48 heures à 44 °C [6]. 

3. Étude de • l'action indirecte • de la fumée 

La technique a été mise au point auparavant [ l, 3]. Les 
bactéries (E. coli souche K 10) subissent l'action des subs
tances empyreumatiques retenues dans une couche de 
milieu gélifié (gélose pure ou additionnée de broyat de sau
mon ou gélose contenant différentes substances chimiques 
ou biologiques : acides aminés, peptones, albumine, cada-
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vérine, putrescine, glucosamine, glucose, lipides, chlorure 
de sodium). La « concentration en fumée • peut être consi
dérée comme proportionnelle à la durée d'exposition de la 
gélose [ 4, 7] : elle est exprimée par la lettre C affectée d'un 
nombre correspondant à la durée d'exposition (en 
minutes). 

RÉSULTATS ET COMMENTAIRES 

1. Influence de la chair de saumon sur l'action de la fumée 

«L'action directe» de la fumée sur des bactéries en sus
pension soit dans l'eau physiologique, soit dans un broyat 
de saumon est illustrée par la figure 1 : pour une durée 

2 000 

1000 

0 10 20 30 40 50 
durée d'exposition (minutes) 

Figure 1. - Cinétiques de survie de populations d'wescherichia 
coli soumises à r l'action directe 11 de la fumée en présence ( 0) 
et en l'absence (e) d'un broyat de saumon. 

donnée d'exposition à la fumée, le nombre de bactéries sur
vivant au traitement est plus élevé en présence de broyat de 
saumon. 

La technique mise au point pour l'étude de « l'action 
indirecte » est employée pour déterminer si la réduct: -.n de 
l'activité antiseptique de la fumée n'est pas due simplement 
à une protection physique : la chair du saumon pourrait 
constituer un écran s'opposant à la diffusion de la fumée et 
les bactéries situées au sein des tissus n'y subiraient pas 
son action. Pour ce faire, des milieux gélosés additionnés 
de 0 ml, 3,5 ml ou 5 ml de broyat de saumon et exposés à 
la fumée durant des périodes distinctes sont ensuite ense
mencés par une suspension de 1 500 E. coli; le nombre de 
survivants est déterminé après 48 heures d'incubation. 
Réalisées dans ces conditions expérimentales les courbes 
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reportées sur la figure 2 montrent que l'activité bactériosta
tique des composants de la fumée diffusibles en milieu 
gélosé est fortement réduite en présence d'un broyat de 
saumon; la diminution de l'activité observée est fonction 
de la quantité de broyat incluse. Ainsi il apparaît que la 
chair de saumon est capable de retenir ou d'inhiber cer
taines substances actives de la fumée. 
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concentration en fumée• 

Figure 2. - Courbes de survie de populations d'Escherichia coli 
en fonction de la concentration en fumée : le milieu se com
pose de gélose (e), de gélose + 3,5 ml de broyat (0), ou 
de gélose + 5 ml de broyat ( ). 

• La • concentration • enfumée est exprimée en minutes d'exposition du mi
lieu. 

2. Influence de divenes substances biologiques 

Pour déterminer la nature des constituants de la denrée 
destinée au fumage qui sont susceptibles de réagir avec cer
taines substances actives de la fumée, un certain nombre de 
composés constitutifs du muscle de poisson sont étudiés 
séparément; de la même façon, des produits issus de la 
dégradation bactérienne ou de l'autolyse sont 
expérimentés. 

Les substances sont préalablement incluses dans le gel 
soumis à la fumée durant des périodes variant de 0 à 
30 mn. Un nombre d'E. coli (NJ compris entre 102 et 103 

sert à l'ensemencement; la numération des bactéries sur
vivantes (N) est réalisée après 2 jours et permet d'établir 
l'évolution de la réduction de la population NJN en fonc
tion de la • concentration • en fumée (figures 3 et 4). 

Pour un gel ne contenant aucune substance, on constate 
qu'une • concentration • en fumée de l'ordre d~ C 15 à C 20 
est nécessaire pour détruire la quasi totalité des micro
organismes; dans les mêmes conditions, mais en présence 
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concentration en fumée• 

Figure 3. - Variations de la population d'Escherichia coli en 
fonction de la ' concentration JI en fumée (No 1 N représente le 
rapport des nombres de bactéries vivantes avant et après expérimen
tation). Les courbes ont été établies pour diverses concentrations de 
putrescine dans le milieu (en mg/ 100 g): 0 (e), 30 ( .1 ), 60 <•>. 
90 (0). 120 (A), 150 (0). 

• La • concentration • en fumée est exprimée en minutes d'exposition du 
milieu. 

de certaines substances un pourcentage plus ou moins 
important de bactéries survivent à un traitement identique. 
C'est ainsi que l'on peut regrouper en deux catégories les 
substances que nous avons testées : 

1° Substances se comportant comme des inhibiteurs de 
l'action bactéricide de la fumée : les tableaux 1 et II expri
ment en pourcentage le nombre de bactéries survivantes 
pour différentes concentrations de quelques substances 
biologiques testées. La concentration en fumée choisie est 
celle qui tue toutes les bactéries dans l'expérience témoin. 
L'ensemble de nos essais permet de classer dans un ordre 
croissant d'activité inhibitrice l'albumine, les peptones, la 
glucosamine, les acides aminés et les ptomaïnes. 

Concentration 
en substance 0 50 150 250 500 1000 
(mg/100 J) 

Albumine ... 0 0 0 0 7 14 

Peptone .. 1. 0 2 16 18 39 48 

TABLEAU I: 
Fumaae en présence d'albumine ou de peptone : influence de 

la concentration sur le nombre de bactéries survivantes (en 
% par rapport à la population initiale). 
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concentration en fumée• 

Figure 4. - Variations de la population d'Escherichia coli en 
fonction de la 'concentration JI en fumée (No/ N représente le 
rapport des nombres de bactéries vivantes avant et après expé
rimentation). Les courbes ont été établies pour différentes 
substances présentes dans le milieu (à la concentration de 
50 mg/ 100 g): caséine ( .1 ), peptone <•>. alanine ( 0 ), albumine 
( A), lysine (0), putrescine ( * ); le milieu seul (e) sert de témoin. 

• La • concentration • en fumée est exprimée en minutes d'exposition du 
milieu. 

Concentration 
en substance 0 30 60 90 llO 150 
(mg/100 a) 

Cadavérine .•. 0 11 13 13 25 52 

Putrescine .... 0 20 52 71 73 78 

TABLEAU II: 

Fwnaae en présence de cadavérine ou de putrescine : in
fluence de la concentration sur le nombre de bactéries sur
vivantes (en% par rapport à la population initiale). 

2° Substances sans effet sur l'action bactéricide de la 
fumée: pour une gamme de concentration allant jusqu'à 
1 g pour 100 g l'addition de lipides (huile de saumon), de 
glucose ou de chlorure de sodium ne provoque aucune 
modification de l'action létale de la fumée. 

On constate que les substances se comportant comme 
des inhibiteurs de l'action de la fumée possèdent une ou 
plusieurs fonctions amines. Nous avons mis clairement en 
évidence le rôle de la fonction amine dans cette baisse d'ac
tivité bactéricide : le glucose n'a aucune influence sur l'ac
tion de la fumée alors que la glucosamine diminue son 
action [ 1 ]. 
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DISCUSSION ET CONCLUSION 

Nous avons déterminé parmi les constituants du tissu 
musculaire ceux qui sont susceptibles de réagir avec cer
taines substances actives de la fumée et d'inhiber ainsi par
tiellement son action antiseptique. 

Nous avons mis en évidence l'existence d'une corréla
tion entre la présence dans la denrée de fonctions amines 
libres et la réduction de l'activité bactériostatique de la 
fumée. Ceci suppose par conséquent que les fonctions 
amines libres soient capables de réagir avec des substances 
empyreumatiques douées d'une activité bactériostatique 
et de les rendre ainsi inactives. Il est donc nécessaire de 
connaître la nature de ces substances. 

En 1969, Zaitsev et coll. [8] démontrent que l'effet bac
téricide de la fumée dépend non seulement du formaldé
hyde mais aussi du phénol, des acides organiques et 
d'autres composés; ils mettent ainsi un terme aux diffé
rentes hypothèses formulées sur l'action de la fumée [9, 10, 
11, 12 et 13]. · 

Il est permis de penser que dans nos expériences l'aldé
hyde formique de la fumée réagit avec des fonctions 
amines appartenant à diverses substances : protéines, pep
tides, acides aminés et amines provenant de leur dégrada
tion. La réaction de condensation • aldéhyde - acide 
aminé ,. est une réaction bien connue : 

R- CH -COOH R-CH-COOH 

"' + OHC- H 1 +HP 
NH2 N =CH2 

Acide aminé formol dérivé iminé 
Une réaction équivalente pourrait s'effectuer entre l'al

déhyde formique et les fonctions amines libres des pro
téines, des peptides et de divers composés aminés. 

Dans nos travaux, nous avons pu classer quelques subs
tances inhibant l'action bactériostatique de la fumée. On 
sait que la dégradation des protéines suit ce processus : 
protéines - peptides - acides aminés -amines de 
dégradation; or, nous constatons, en considérant les subs
tances que nous avons étudiées, que la protéolyse entraîne 
le remplacement des molécules existantes par des molé
cules douées d'une plus grande influence inhibitrice sur 
l'action de la fumée, comme par exemple: peptone
acide aminé- putrescine. 

Il y a une trentaine d'années qu'on a reconnu expérimen
talement à l'albumine sérique la propriété de détoxifier les 
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milieux de culture [ 14]. La comparaison de l'influence 
d'autres substances possédant des fonctions amines nous a 
amenés à établir une corrélation entre l'augmentation du 
nombre de fonctions amines libres, résultant de la dégrada
tion des chaînes protéiques, et la diminution de l'activité 
bactériostatique de la fumée. Ceci signifie que la fumée est 
d'autant moins efficace sur les bactéries que le saumon est 
plus altéré. 

Il s'ensuit que dans un poisson présentant une contami
nation bactérienne importante la dégradation sera plus 
avancée et que l'action bactériostatique de la fumée en sera 
d'autant plus réduite. A l'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 négli
geable dans un produit de qualité contenant une flore bac
térienne réduite. 

Bilan de la qualité bactériologique 
du saumon fumé 

L'énorme différence d'efficacité qui a été constatée entre 
l'action bactériostatique de la fumée qui s'exerce sur des 
bactéries isolées [3] et celle qui s'exerce sur les bactéries 
dans le saumon [ 1] peut donc s'expliquer parla présence de 
composés aminés. 

Il importe de replacer l'action de la fumée dans le con
texte général du traitement du poisson: avant d'être fumés, 
les filets de saumon sont salés et séchés. Le sel provoque 
une exosmose en captant une partie de l'eau de constitution 
de la chair musculaire, et une certaine quantité pénètre à 
l'intérieur des tissus. Cette déshydratation diminue la dis
ponibilité de l'eau pour la croissance des germes, le sel 
sélectionne donc les flores en fonction de l'activité de l'eau. 
Ainsi le salage inhibe la multiplication de la majeure partie 
des bactéries intervenant dans l'altération, mais favorise 
celle des halophiles [ 15]. Les travaux de Liston et coll [ 16] 
puis ceux de Weckel et coll. [ 17] ont permis de déterminer 
la contribution du sel à la qualité du poisson fumé : il raf
fermit la chair, empêche la décoloration et donne du goût, 
mais il n'inhibe pas la croissance bactérienne et n'empêche 
pas l'altération aux concentrations choisies pour satisfaire 
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les consommateurs. La concentration de 2 à 3 % de sel 
retenue pour la plupart des produits modernes n'a qu'un 
effet minime sur les bactéries puisque l'eau reste liée aux 
constituants protéiques (18]. 

Le saumon salé subit un « séchage » qui est l'un des plus 
anciens procédés de préservation des aliments [ 19] :du fait 
de la faible activité de l'eau qui en résulte, les micro
organismes ne peuvent pas proliférer, et la plupart des 
réactions chimiques et enzymatiques de dégradation sont 
ralenties. 

Des recherches effectuées en 1973 (20] ont amené leurs 
auteurs à admettre que si les effets du sel, de la fumée et 
d'autres facteurs sur la conservation du saumon fumé à 
froid sont à l'heure actuelle assez mal connus, la combinai
son du salage, du séchage et du fumage se révèle générale
ment efficace en retardant l'altération. Les 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 à un niveau qui ne permette pas d'activité microbiolo
gique [7]. 

Des travaux effectués sur le saumon fumé [21] et sur le 
mulet fumé [22] ont conduit à une conclusion commune : 
le plus grand soin doit être apporté au traitement du pro
duit ainsi qu'à son stockage, surtout s'il est peu salé et peu 
fumé. La présentation du saumon fumé en bandes pré
tranchées reconstituées nécessite de nombreuses manipula
tions, chaque tranche étant manipulée plus de 10 fois avant 
d'être commercialisée : cette pratique devrait faire l'objet 
d'une hygiène extrêmement rigoureuse. Par ailleurs, il ne 
faut pas négliger les sources de contaminations impor
tantes que représentent les étapes de décongélation et de 
tranchage [23]. 

En conclusion, il s'avère que le fumage entraine une 
réduction sensible de la flore bactérienne si le saumon est 
peu contaminé. La stabilisation réalisée par la fumée ne 
permettra une conservation prolongée que si la qualité de 
la matière première est i"éprochable et si le traitement est 
effectué dans les conditions d'hygiène les plus strictes; il 
est 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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RESUME 

L'action antiseptique de la fumée est étudiée expérimen
talement sur Escherichia coli en vue d'établir les meilleures 
conditions opératoires pour le fumage industriel du 
saumon. 

L'analyse des résultats de laboratoire montre que le pou
voir bactéricide de la fumée est en relation avec la compo
sition chimique de la matière première utilisée; la présence 
de substances possédant des fonctions aminées diminue 
fortement l'action létale du fumage sur les bactéries : en 
particulier, l'inhibition observée en présence de ptomaïnes 
issues de la dégradation des matières biologiques montre 
tout l'intérêt qu'il y a à soumettre au fumage uniquement 
une matière première de qualité. 
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The sanitary quality of perishable food products can be evaluated through an assessment of the 
bacterial nùcroflora or by chenùcal tests such as the deternùnation of total volatile basic nitrogen 
(TVBN). For deep frozen fish fillet, a method was developed based on the reduction of trimethylanùne 
oxide (TMAO) to trimethylanùne (TMA), as measured by a pH change in the cultured medium. The 
technique is rapid (8 h incubation at 25°C) and can be easily applied in laboratories. Comparison of the 
results obtained by this method with those based on TVBN and TMA deternùnations gave good 
correlations. 

Key words: Trimethylarhine oxide reduction; Fish, quality; Microbiological test 

Introduction 

The determination of the freshness of fish by laboratory methods remains 
difficult in spite of the numerous studies made in this field (Connell, 1980). For 
intact fish, a sensory evaluation usually allows an assessment of the degree of 
spoilage during an on site inspection (Gousset et al., 1978). However, in the case of 
fish fillets or of processed or stabilized products, the organoleptic grading method 
proposed by Soudan et al. (1957) is no longer adequate and laboratory analysis is 
necessary. 

Many authors, Boury (1936), Farber et al. (1953), Shewan et al. (1957), Collins et 
al. (1960), Hillig et al. (1960), Pantaleon et al. (1962), Spiegel (1970), have recog
nized the usefulness of determinations of total volatile basic nitrogen (TVBN) and 
trimethylamine (TMA), but these studies have not established a definite correlation 
between the levels of these substances and the quality of the sample. Many 
contaminating bacteria reduce trimethylamine oxide (TMAO) and form TMA, thus 
the presence of TMA in muscle can give a very good indication of the level of 
bacterial contamination (Beatty and Gibbons, 1937; Babitt, 1972). However, it 
should be mentioned that the significance of the TMA content varies according to 
the species under consideration, and furthermore, that it is not a good indicator in 
all species (Soudan, 1965), since the data must be interpreted with great caution. 

0168-1605/86/$03.50 © 1986 Elsevier Science Publishers B.V. (Biomedical Division) 
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Studying, in a few species of marine fish, the relationship between the spoilage 
index and the TVBN level (Malle et al., 1983), we have been able to demonstrate a 
wide range of TVBN levels corresponding to a particular spoilage index. Official 
standards do not actually exist, but the TVBN content remains a factor highly 
regarded by hygienists and an extensively used criterion, in spite of its inadequacy. 
The other chemical determinations considered to date lend themselves to even 
greater criticism: hydrogen sulfide, propionic or butyric acid, indole (Boury, 1935), 
histamine (Nerisson, 1976), hypoxanthine (Jahns, 1976); and they are only applica
ble in particular cases. 

Thus, in view of the generally rapid physico-chemical tests available, whose 
results are difficult to interpret, bacteriological analysis can permit the evaluation of 
the hygienic quality. However, the necessity of a long incubation period remains a 
major inconvenience which is often incompatible with the exigencies of inspection 
or industry. These two requirements are the basis for the interest in a method that 
can be rapidly executed and easily interpreted. Our research has been devoted to 
devising a test capable of satisfying these o~jectives. 

The production of TMA by the reduction of TMAO is due to an enzyme that 
activates the latter so that it can be reduced by means of multiple bacterial 
dehydrogenases (Lerke et al., 1965; Tarr, 1939 and 1940). This reduction reaction, 
which constitutes the principle of the test proposed, begins at the onset of bacterial 
oxygen deprivation (Watson, 1939). A technique bas been designed based upon 
these facts which allows the determination of the capacity of a bacterial population 
to reduce TMAO. In the absence of oxygen and in an appropriate culture medium 
containing TMAO and permitting growth, the bacterial population originating from 
the sample under analysis reduces TMAO, thus forms TMA. The aim of the study 
was to see if the evolution of the pH of the culture medium revealed the level of 
contamination of the muscle and, consequently, the freshness of the fish. 

Materials and 1\tletbods 

Ali experiments were performed with codfish ( Gadus morrhua) fillets stored in 
ICe. 

TVBN determination using a distillation process 

This method was proposed to the 'Comité du Codex Alimentarius' (Food Coding 
Committee) in 1968, and was tested for its ability to qualitatively evaluate fishery 
products by Billon et al., 1979. 

In order to perform a protein precipitation, 100 g of fish muscle are added to 200 
ml of a 7.5% aqueous solution of trichloroacetic acid. After homogenization and 
centrifugation at 2000 rpm for 5 min, the supematant is filtered through Whatman 
No. 3 filter paper in a Buchner funnel. 

A Kjeldahl type distillation apparatus (Vapodest 2 Gerhardt) was used. 25 ml of 
the filtrate are introduced into the distillation tube and then 6 ml of a 10% sodium 
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hydroxide solution are added (this step is automatic with the Vapodest 2 once the 
instrument has been started). A beaker containing 10 ml of a 4% borie acid solution 
added to 4 mljl of a mixed indicator, composed of methyl red and bromocresol 
green (Merck 6130), which titers the ammonia level, is placed under the condenser. 
The apparatus is started and the distillation process is continued until the beaker 
contains a final volume of 50 ml (40 ml of distillate). 

The borie acid solution tums green as a result of the alkalinization produced by 
the TVBN collected. A 0.01 ml graduated microburette containing a 0.1 N aqueous 
sulfuric acid solution is used to titrate the distillate until complete decoloration (if 
neutralization has been attained, the addition of one drop of sulfuric acid will cause 
the solution to become pale pink). If n is the number of ml of sulfuric acid solution 
used, the TVBN level is equal to n X 16.8 mg of nitrogen per 100 g of fish. 

TMA determination 

To measure TMA with this distillation procedure, 20 ml of formaldehyde are 
added to the distillation tube in order to block primary and secondary amines. 

Microbiological test for TMAO reduction 

A tenfold dilution is prepared by homogenizing 40 g of fish fillets with 360 ml of 
sterile water containing peptone. 

In order to introduce a maximum number of bacteria and to obtain a maximal 
response after a short period of incubation, 2.7 ml of the tenfold dilution are mixed 
with 300 ,ul of the standard medium: 50 g of trimethylamine N-oxide (Sigma), 1.8 g 
of glucose, 50 g of sodium chloride, 0 to 34 g of sodium formate, 1 liter of distilled 
water q.s. After agitation, the pH is approximately 7 (slight variations can be 
detected depending upon the degree of decomposition). This culture is then covered 
with 2 cm of mineral oil. 

The incubation time is fixed at 8 h, so as to obtain the results within one day. 
Following this interval at 25°C, a sample is pipetted from the bottom of the tube, 
under the oil, and the pH is measured to the closest 0.01 with a digital pH meter 
(Tacussel PHN 81). 

The glucose and sodium chloride concentrations of the standard medium were 
modified and sodium formate was added in order to study their influences upon the 
response. 

Results and Comments 

Constitution of the culture medium 

Determination of the optimal sodium formate concentration 
Tests were performed with culture medium containing 1.7 gor 3.4 g of sodium 

formate per liter. The results shown on Fig. 1 correspond to cultures established 
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Figure 1. Kinetics of the evolution of the pH with different concentrations of sodium formate: 0 gjl (e); 
1.7 gjl (&); and 3.4 gjl (D) of the culture medium. 

using a codfish fillet presenting the following characteristics: TVBN = 37.28 mgjlOO 
g; TMA = 24.52 mg/100 g. 

The changes in the pH occur more rapidly in the presence of sodium formate: the 
concentration of 1.7 gjl, which permitted us to obtain a pH higher than 8 after 8 h, 
was used for ali subsequent experiments. Repeated assays gave analogous results. 
Sodium formate increased the amplitude of the response without significantly 
diminishing the lag time which corresponds to the incubation time necessary for the 
oxygen in the tube to be consumed and thus for the TMAO reduction reaction to 
start. 

Sodium formate is not essential for growth, but intervenes as an energy source 
(Yamamoto et al., 1977), and trimethylamine oxide serves as the final electron 
acceptor. 

Study of the effect of various sodium chloride concentrations 
The composition of the standard medium was altered so as to obtain the 

following range of concentrations: 4.5, 9.5 and 14.5 g of NaCljl of culture medium. 
Fig. 2 presents the results obtained using a codfish fillet having the following 
characteristics: TVBN = 43.34 mg/100 g; TMA = 31.32 mg/100 g. 

The study of the evolution of the pH as a function of the Na Cl content of the 
medium (Fig. 2) shows that the concentration of 4.5 gjl of culture medium is 
insufficient, since it does not allow significant modification of the pH during the 8 h 
incubation. On the other hand, the 9.5 and 14.5 gjl concentrations gave similar 
results and optimal responses. Complementary experiments revealed that a further 
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Figure 2. Kinetics of the evolution of the pH with different concentrations of sodium chloride: 4.5 g/1 
(0); 9.5 gjl (•); and 14.5 gjl (.o.) of culture medium. 

increase in the NaCl concentration over 14.5 g/1 did not effect the evolution of the 
pH. 1t is generally admitted that bacteria are not very sensitive to changes in the 
osmotic pressure. Numerous marine halophilic bacteria provide the exception to this 
rule, since they are adapted to a medium containing 35 g of NaCljl and it is better 
to use a concentration of 10 g/1 or more to study them (Leclerc et al., 1977). 

Study of the effect of various glucose concentrations 
The TMAO reduction reaction was studied by Debevere and Voets (1974), who 

found that a glucose concentration of 0.18 g/1 of culture medium (0.001 M) favors 
the alkalinization resulting from the formation of TMA, whereas a concentration of 
1.8 g/1 (0.01 M) has the opposite effect. 

Our experiments performed in the absence of glucose or in the presence of 0.18 
g/1 gave similar curves of pH modification as a function of incubation time (Fig. 3), 
and indicated only a slight positive influence of glucose. 

Choice of the incubation temperature 
We performed parallel incubations at 25°C and 37°C. Fig. 4 shows the evolution 

of the pH measured at these two temperatures using a codfish fillet having a TVBN 
content of 30.06 mg/100 g and a TMA level of 12.59 mg/100 g. The curves 
obtained indicate that the bacteria responsible for the alkalinization of the medium, 
which results from the reduction of TMAO, grow better at 25°C than at 37°C. The 
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Figure 3. Kinetics of the evolution of the pH without glucose (e) and with 0.18 g/1 {0) of culture 
medium. 

majority of bacteria encountered in fish and crustaceans as weil as in sea water, 
usually grows at temperatures below + 10°C (Billon, 1976). In addition to the 
psychrophiles that require a temperature near 0 ° C ( + 1° to + 2 ° C) to prolifera te 
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Figure 4. Kinetics of the evolution of the pH according to the incubation temperature: 25°C (.a.) and 
37°C {0). 
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Figure 5. Kinetics of the evolution of the pH obtained with codfish fillets having different levels of 
decomposition: 17.46 mg TVBN/100 g (.t.}; 37.28 mg TVBN/100 g (•); and 81.32 mg TVBN/100 g (e). 

(Leclerc et al., 1977), psychrotrophic bacteria that multiply at low temperatures but 
tolerate temperatures of 20 to 30°C, are also found in fish. The psychrotrophic 
bacteria, which constitute the predominant microorganisms found in ocean fish 
fillets (Lerke et al., 1965) poorly tolerate temperatures superior to 30°C. This can 
explain the differences observed at the two incubation temperatures studied. 

Kinetic study of the evolution of the pH as a function of the degree of decomposition 

In the multiple kinetic studies of the evolution of the pH performed, a slight 
acidification of the medium is always noted in the initial phase. At the onset of the 
incubation, anaerobie conditions are not completely established, thus the aerobic
anaerobie bacteria and the aerobic bacteria consume the remaining oxygen, and it 
can be thought that they metabolize the glucose while producing acid compounds. 

Fig. 5 shows that the lag time is shortened as the degree of decomposition, as 
assessed by the TVBN level, increases. Thus, in order to obtain a significant 
response after 8 h of incubation, it is necessary that the product being analyzed 
contain a sufficient quantity of bacteria. This threshold level of contamination is 
more easily attained with fillets. In fact, ether experiments have shown that for 
analogous TVBN values, the pH levels measured were very different depending 
upon whether the sample was taken from a fillet or from the center of a muscle 
within an intact fish. The microbiological test, under the conditions that we have 
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described, can only be applicable to those products presenting sufficient levels of 
contamination. This threshold explains why this test was used to study fish fillets. 

Study of the correlation between the test for TMA 0 reduction and the different 
physico-chemical criteria 

Codfish fillets preserved in ice (under rigorously constant conditions throughout 
the entire storage period) were used to test, in parallel, TMAO reduction and the 
levels of TVBN and TMA as determined by the distillation procedure described 
above. The evolution of the pH of the culture medium, as assayed by the TMAO 
reduction test, plotted as a function of the TVBN /TMA ratio can be seen on Fig. 6. 

It has previously been specified that TVBN and TMA levels provide information 
allowing a determination of the freshness of fish, but they do not under any 
circumstances constitute absolute criteria. 

For 17 paired values, the correlation between the pH and the TVBN level is 
significant, at a 1% risk (r = 0.795). The relationship between the pH and the TMA 
level ( r = 0.847) is even better correlated. Finally, the most significant correlation 

0 

1 

85~ 
b 0 0 

\ 

ar-
0 

0 

TVBN 
TMA 

Figure 6. Correlation between the pH values (measured after 8 h of incubation at 25°C) and the 
TVBN /TMA ratio. 
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was found between the pH and the TVBNjTMA ratio (r = 0.901). In ali three 
cases, the Student's test demonstrates that the probability is less than 0.001 
(t=5.076, t=6.171, t=8.044). 

Discussion and Conclusion 

The advantage of the technique proposed, the measurement of alkalinization of a 
culture medium resulting from the production of TMA by bacterial microorganisms, 
was demonstrated by comparing it with the physico-chemical criteria, and the 
statistical correlations are significant. The pH values measured essentially reveal the 
production of TMA from TMAO, but may also include the formation of other 
compounds, most notably mono- and diethylamines (Sainclivier, 1983). This assay is 
based upon the TMA-producing TMAO reduction, which is one of the best known 
bacterial decomposition reactions studied in fish (Soudan, 1965). It represents an 
indirect expression of the capacity of the microorganisms present to decompose 
muscle tissue. In the flesh of dead fish, once the oxygen has been consumed, 
numerous bacteria use TMAO as the terminal electron acceptor (Yamamoto et al., 
1977). The experimental conditions that we have described (i.e., the composition of 
the medium and oxygen deprivation) allow us to create for the bacteria the 
physiological environment analogous to that of the dead fish, by limiting the 
buffering effect of the muscle tissue (Cheftel et al., 1976). 

In addition, this test is directly aimed at those bacteria capable of reducing 
TMAO to form TMA. Studies by Rea y et al. (1949), Adams et al. (1964) and 
Soudan (1965) showed that this transformation involves only a fraction, between 
0.05% and 43%, of the total bacterial population. The bacteria which reduce TMAO 
in the fish are primarily psychrotrophic Gram negative and oxidase positive 
(Watson, 1939; Tarr, 1940) bacteria of the types Acinetobacter, Pseudomonas, (Lerke 
et al., 1965) and Flavobacterium (Casteil et al., 1952); and secondarily, Enterob
acteriaceae, with the exception of Shigella and Erwinia (Wood et al., 1943). The 
Micrococcaceae do not as a rule reduce TMAO (Debevere et al., 1974). 

The limitations of this test are, for the most part, linked to the threshold of 
contamination. Preliminary assays showed that products containing an abundance 
of microbes gave significant results in a shorter period of time. In contrast, products 
only slightly contaminated by bacteria required a prolonged incubation time, over 8 
h. The application of this test to foodstuffs other than refrigerated fish can be 
forseen. In fact, assays performed with frozen fish gave good results provided that 
the incubation period was extended (data not shown). It could be applied to other 
products (meat, milk, etc.), using the same basic principle, once the composition of 
the standard medium has been appropriately adapted and the pH and temperature 
conditions identified, so as to provide the optimal microenvironment for the 
TMAO-reducing bacteria implicated in the decomposition. 
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ABSTRACT 

A simple, rapid and inexpensive method is proposed for de
termination of trimethylamine (TMA) in fish muscle. This pro
cedure includes a deproteinization step with trichloroacetic acid 
(TCA) followed by blocking of primary and secondary amines 
using formaldehyde at alkaline pH and finally steam distillation 
of TMA. No statistically significant differences were found be
tween this new optimized procedure and either the Conway 
microdiffusion method or the colorimetrie method. Using the 
technique proposed here it is possible to assay both the total 
volatile basic nitrogen (TVBN) and the TMA in less than 30 
min. 

Quantitative determination of the total volatile basic 
nitrogen (TVBN) developed 50 years ago by Boury (3) 
is widely used as an indicator of fish and seafood quality. 
The work published by Pantaleon and Rosset ( 13) on this 
method in 1962 led to its adoption by many laboratories. 
When we compared the deterioration index and the 
TVBN levels for a given species, however, we (Il) 
found that there was a wide variation in the TVBN for 
the same deterioration index. The TVBN test cannot 
therefore be considered to be an absolute criterion of fish 
quality, despite its popularity among food sanitarians. 

On the other hand, in certain species, the amount of 
trimethylamine (TMA) present in fish may be a very 
good indicator of the levet of bacterial contamination (/ ). 
The significance of the TMA test has been a subject of 
controversy because of the variation among fish species 
( 16) and it has been shown that the use of the TMA 
assay as an indicator of quality depends on the presence 
of Pseudomonas putrefaciens, or a similar TMA-produc
ing species in the contaminating flora (9). 

Severa) colorimetrie (5,15), volumetrie (2,4), enzyma
tic ( 8) and chromatographie ( 5. 7, JO ,/3 ,/ 4) methods are 
available for TMA quantification. The chromatographie 
technique appears to be the most sensitive and specifie 
though it is very time-consuming and requires expensive 
materials and apparatus. 

'LAboratoire d'Inspection des Produits de la Peche. 
2LAboratoire Control d'Hygiene Alimentaire. 

We attempted to apply the methodology usually em
ployed for the assay of TVBN (2) to quantify TMA 
values for evaluating fish quality and the levels of de
terioration. 

To measure TMA atone, formaldhyde may be used to 
block the primary and secondary amines according to the 
following reactions: 

H H H 

\ \ \ 
c = 0 + N - R --4 c N - A .,. H,O 

1 1 1 
H H H 

H R H A 

\ 1 1 

c = 0 ... H - N -~ H - c - N 
\ 

H R' OH A 

The resulting compounds are not volatile and will not 
interfere with the assay of TMA. In this repon, we 
evaluate the new technique by comparing it with the Con
way diffusion method and a colorimetrie method for the 
determination of fish quality. 

MATERIALS AND METHODS 

Assay of the total volatile basic nitrogen (1VBN) by steam dis
tillation 

One hundred grams of fish muscle were homogenized in 200 
ml of 7.5% aqueous TCA (trichloroacetic acid) solution. The 
homogenate was centrifuged at 400 x g for 5 min and the super· 
natant liquid was filtered through a Büchner funnel using a 
Whatman No. 3 filter paper. Steam distillation was carried out 
using a Kjeldahl-type distillator. Twenty-five milliliters of fil
trate were loaded into the distillation tube followed by 5 ml 
of JO% NaOH. 

A beaker containing 10 ml of a 4% aqueous borie acid solu
tion and 0.04 ml of methyl red and bromocresol green indicator 
for titration of ammonia was placed at the end of the conden
sor. Distillation was continued until a final volume of 50 ml 
was obtained in the beaker (40 ml of distillate). 

The borie acid solution turned green when alkalinizcd by the 
distilled TVBN. This was titrated using a 0.0 1-ml graduated 
microburette containing an aqueous 0.1 N sulfuric acid solution. 
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Complete neutralization was obtained when the color tumed 
pink on the addition of a further drop of sulfuric acid. 

The quantity of TVBN in mg was determined from the vol
ume of sulfuric acid (n ml) added as follows: 
TVBN = n x 16.8 mg of nitrogen/100 g 

Proposed method: assay of trimethylamine (TMA) by steam dis
tillation 

Modification of the TVBN assay. To determine the amount 
of formaldehyde required to react with the primary and secon
dary amines, increasing quantities of formaldehyde were added 
to 24 ml of filtrate. Steam distillation was then performed as 
for TVBN determination. The amount of volatile animes was 
measured and the results expressed in mg of nitrogen/100 g. 

Calculation of the TMA. When the required amount of for
maldehyde was added, only the TMA was distilled. The TMA 
content was calculated from the volume of 0.1 N sulfuric acid 
used for titration (n' ml) as follows: 
TMA = n' x 16.8 mg nitrogen/100 g 

TMA assay by Conway' s method 
One-hundred grams of fish muscle were homogenized in 50 

ml of water and deproteinized by further homogenization in 50 
ml of 20% TCA solution. The homogenate was centrifuged at 
400 x g for 5 min and the supematant liquid was filtered. 

Microdiffusion was carried out in a Conway chamber: 1 ml 
of water, 0.5 ml of a nonacidic 40% formaldehyde solution and 
1 ml of the filtrate were loaded on the chamber side and 1 
ml of a 1% borie acid solution in the center of the cham ber. 
Borie acid (1%) was prepared as follows: one gram of borie 
acid was dissolved in 200 ml of 95% alcohol and 700 ml water. 
Ten milliliters of a mixture of 0.033% bromocresol green and 
0.066% methyl red were then added and the final volume was 
made up to 1 L with water. The pH was adjusted to 5. 

One milliliter of a saturated (1 12%) aqueous potassium car
bonate solution ( 112 g of potassium carbonate may be dissolved 
in 100 ml) was added to the side trough and the chamber was 
closed with a grease-coated cover. The contents of the side 
trough were mixed carefully by rotating the chamber. The 
chamber was incubated at 35•c :!:: 1 for 2 h. 

After incubation, the borie. acid solution, colored green, was 
neutralized with 0.01 N HCI. The quantity of TMA in the sam
pie was calculated from the volume of HCI added (n ml) as 
follows: 
TMA = n x 27.67 mg of nitrogen/100 g of fish 

Quantitative determination ofTMA using a colorimetrie method 
One hundred grams of fish muscle were deproteinized as de

scribed previously and the filtrate was collected. TMA was as
sayed as the picrate salt by colorimetry. One milliliter of filtrate 
and 3 ml of water were added to a test tube. Three other test 
tubes received 1, 2 and 3 ml of a standard TMA solution (con
centration = 0.01 mg/ml) and 3, 2 and 1 ml of distilled water, 
respective) y. The TMA stock solution was prepared by adding 
1 ml of HCI to 0.682 g of TMA and making up to a final 
volume of 100 ml with distilled water. 

To prepare the TMA standard solution, 1 ml of the stock 
solution was mixed with 1 ml of HCI and diluted to 100 ml 
with water. A 5th tube containing 4 ml of water was used as 
a blank for colorimetry. 

One milliliter of a 20% formaldehyde solution, 10 ml of to
luene and 3 ml of saturated potassium carbonate solution were 
placed in the 5 tubes. The 20% formaldehyde solution was pre
pared as follows: 100 g of magnesium carbonate and 1 L of 

commercial formaldehyde (40%) were shaken and filtered. One 
hundred milliliters of this stock solution were diluted to 200 
ml with water. 

The 5 tubes were shaken vigorously for 40 s; 8 ml of the 
toluene phase were then transferred to a tube containing 0.2 
g of anhydrous sodium sulfate and shaken until dehydrated. 
Five milliliters of the dehydrated toluene phase were mixed in 
another tube with 5 ml of picric acid solution prepared by dilut
ing 1 ml of a picric acid stock solution to 100 ml with toluene. 
The picric acid stock solution was prepared by dissolving 2 g 
of picric acid in 100 ml of toluene. 

Optical densities (OD) were measured using a Lambda 1 Per
kïn Elmer spectrophotometer at a wavelength of 410 nm. If the 
OD measured in the tube was greater than 0.8, the sample was 
diluted to obtain an OD of between 0.2 and 0.8. 

A standard curve plotted from the standard solution values 
was used to determine the quantity of TMA in the samples in 
mg from their OD values. The quantity per 100 ml of fish was 
given by: 
TMA = x mg x 300 mg nitrogen!l 00 g of fish 

Statistical analysis 
The coefficient of correlation was calculated to compare the 

results obtained using the different TMA assay methods. 

RESUL TS AND DISCUSSION 

Optimization of a rapid technique for the assay of TMA 
Data for haddock (Melanogrammus eglefinus), cod 

(Gadus morrhua) and scorpionfish (Sebastes marinus) 
using increasing amounts of formaldehyde are given in 
Table 1. These results show the following. In the absence 
of formaldehyde, the value corresponds to the total vol
atile basic nitrogen (TVBN). The quantity of amines as
sayed decreased as the volume of formaldehyde added in
creased from 0 to 14 ml because of the blocking reactions 
with ali the volatile amines except TMA. A plateau was 
observed at formaldehyde volumes of from 15 to 18 ml 
when the quantity of amines recovered was constant. 
Only the TMA was distilled under these conditions and 
ali the other amines were blocked. Eighteen milliliters of 
formaldehyde were therefore sufficient to assay the TMA 
atone and 20 ml of formaldehyde were chosen as the 
reaction volume in this test. 

Comparison with the Conway method 
The TMA values obtained with our method were com

pared with those obtained by the Conway method. Tables 
2 and 3 show the results for haddock and other species. 

For the results in Table 2, the coefficient of correlation 
r was 0.982, which is significant at P<O.OI. For the re
sults in Table 3, r was 0.969, which is significant at P< 
0.01. To conclude, there was a highly significant relation 
between the results obtained by both methods. 

Comparison between the colorimetrie and Conway 
methods and the proposed technique 

The TMA values obtained with the proposed method 
were compared with those obtained by the colorimetrie 
and Conway methods. The three techniques performed on 
the same haddock samples gave the results in Table 2 
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TABLE 1 . Amount of amines in fish fillets measured in the presence of increasing volumes of formaldehyde. 

Fonnaldehyde Amines (mg/nitrogen/100 g) 

Species (ml) Sample 1 Sample 2 Sample 3 Sample 4 Sample 5 

Haddock 0 24.48 24.48 
5 --a 

10 
14 7.75 
15 6.12 7.75 
16 6.12 7.34 
17 
18 5.71 
19 5.71 
20 6.12 
25 6.12 

Scorpionfish 0 27.74 24.48 
5 

10 
13 11.01 
14 
15 10.02 
16 10.02 
17 
18 
19 
20 10.02 
25 

Cod 0 15.91 
5 15.91 

10 8.56 
15 5.98 
16 4.48 
17 4.48 
19 4.48 
20 4.48 
25 4.48 

"Not detennined. 

(series 1 ). The significant relation between the results ob
tained by steam distillation and colorimetry was demon
strated by the correlation coefficient r of 0.950 which is 
significant at P<O.Ol. 

The TMA assay, after blocking of the primary and sec
ondary amines with formaldehyde in an alkaline medium 
and steam distillation, gave satisfactory results as there 
was a highly significant agreement with the results ob
tained using the Conway method and the colorimetrie 
method. 

If the results obtained by the three methods are com
pared, those obtained using our method were higher than 
those given by the colorimetrie method and the data ob
tained with the Conway method were even lower. How
ever, a satisfactory correlation between these methods 
was found. 

We mentioned above that the two criteria, TVBN and 
TMA, are insufficient when considered alone. We found 
that the simultaneous measurement of both these parame
ters provided a better indication of the deterioration of 
fish and our results on the significance of the TMA/ 
TVBN ratio will be published short! y. As the objective 
is to accurately determine this ratio, the differences ob-

8.97 
8.56 

8.16 

8.16 

19.99 19.58 18.36 
14.28 

8.16 
6.12 3.87 

3.67 
5.71 

5.10 

5.71 5.10 3.67 
5.71 3.67 

24.07 20.40 
18.76 

10.20 8.97 

9.79 
9.38 8.16 

8.36 

8.36 7.75 
8.36 7.75 

served between the methods for determination of TMA 
will have little effect on the TMAJTVBN ratio if the two 
criteria are assayed according to the same principle as 
analogous differences will occur in the determination of 
the TVBN. Two of the three methods employed here may 
be used to assay both TVBN and TMA: the Conway 
method and the steam distillation method. 

This steam distillation method was found to have the 
same advantages of simplicity and efficiency when used 
for the assay of TMA as described for TVBN. As far 
as rapidity is concemed, this essential criterion was fully 
satisfied by this technique as both TVBN and TMA could 
be determined in Jess than 30 min. Because of this im
portant advantage, we have continued our study of the 
optimization of these two chemical criteria for the evalua
tion of fish quality. 
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TABLE 2. Comparison of the levels of TMA in haddock as measured by the steam distillation method, Conway microdiffusion 
method and the colorimetrie method. 

TMA levels (mg nitrogen/100 g) 

Series Sample Steam distillation Microdiffusion (Conway) Colorimetry 

1 1.68 1.67 1.40 
2 3.36 2.94 2.00 
3 4.52 2.72 2.91 
4 4.88 3.22 3.93 
5 5.04 8.78 3.96 
6 11.08 8.11 9.30 
7 11.34 7.36 10.08 
8 11.76 8.78 9.60 
9 18.48 13.10 13.20 

10 18.48 13.80 22.50 
Il 27.88 14.64 22.26 

Mean 10.77 7.73 9.19 

2 1 2.68 2.78 
2 2.84 2.08 
3 3.02 2.30 
4 4.70 3.55 
5 5.44 5.08 
6 9.40 6.90 
7 18.48 18.32 
8 33.82 28.06 
9 34.26 22.59 

10 36.82 35.41 
Il 39.94 32.77 
12 47.23 31.37 
13 55.00 44.02 
14 57.45 39.32 
15 79.75 65.43 

Mean 28.72 22.66 

TABLE 3. Comparison ofTMA levels in various species as measured by 2 methods. 

Sample Series 

1 Gadus morrhua 
2 Melanogrammus aeglefinus 
3 Melanogrammus aeglefinus 
4 Mer/angus mer/angus 
5 Mer/angus mer/angus 
6 Mer/angus mer/angus 
7 Mo/va molva 
8 Molva molva 
9 Molva molva 

10 Oncorhyncus nerka 
Il Phycis phycis 
12 Phycis phycis 
13 Pollachius virens 
14 Trachurus trachurus 

Mean 
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RECHERCHE TENEUR EN AZOTE BASIQUE VOLATIL 
TOTAL DU TISSU MUSCULAIRE 
DES POISSONS MARINS 
Eléments pour une normalisation 
de la détermination, de l'expression 
et de l'exploitation de I'ABVT (1) 

par P. Malle* A.M. Vanelle** et A. Petit** 

RËSUMË- La comparaison entre les résultats des deux méthodes les plus largement 
employées pour déterminer les taux d'Azote Basique Volatil Total a permis de définir 
la droite de régression exprimant les valeurs obtenues par entraînement à la vapeur 
en fonction des valeurs obtenues par microdiffusion. 
Les avantages respectifs de ces deux méthodes ont été soumis à une comparaison. 
Après avoir établi l'incidence de certains paramètres sur les teneurs en ABVT, nous 
avons proposé un mode d'expression commun des résultats en azote, et une dé
marche pour l'interprétation qui tienne compte des facteurs de variabilité. Des valeurs 
de référence sont indiquées pour les poissons marins réfrigérés ou congelés avec des 
éléments complémentaires d'exploitation de ces critères. 
Mots clés : Azote Basique Volatil Total - Poissons marins - Altération - Critères 
chimiques. 

Rec. Méd. Vét., 1989, 165, (4), 395-402 

INTRODUCTION 
La putréfaction résulte de l'action conjuguée des 

réactions de glycolyse, lipolyse et protéolyse. Chez 
le poisson, pour apprécier le niveau de dégrada
tion, on s'intéresse davantage au catabolisme des 
substances protéiques, compte-tenu de sa pauvreté 
en glucides, de la complexité des lipides et de leur 
variabilité qualitative et quantitative. 

Sans vouloir négliger l'action des enzymes tissu
laires, il apparaît que c'est essentiellement sous 
l'action des enzymes bactériennes que les protéines 
sont hydrolysées en peptides puis en acides aminés. 
Ceux-ci sont ensuite métobolisés selon 2 voies prin
cipales: les désominatior.s conduisant à l'ammo
niac et à diverses chaînes hydrocarbonées, et les 
décarboxylations conduisant à la formation d'a
mines souvent volatiles et responsables de l'odeur 
spécifique des putréfactions (19). Par ailleurs, de 
nombreuses bactéries peuvent, en l'absence d'oxy
gène, produire de la triméthylamine (TMA) en utili
sant comme accepteur d'hydrogène l'oxyde de 
TMA, substance présente dons le tissu musculaire du 
poisson morin (20). On obtient donc un certain 
nombre de composés azotés présentant en commun 
la basicité et la volatilité, dosables par acidimétrie 
après entraînement à la vapeur ou microdiffusion. 
Cet ensemble, formé par l'ammoniac et diverses 

amines volatiles dont la triméthylomine, constitue 
l'azote basique volatil total (A.B.V.T.). 

De nombreux autres produits de dégradation ont 
retenu l'attention des chercheurs pour déterminer 
par des mesures chimiques le niveau d'altération du 
poisson: les acides volatils (15), l'hypoxonthine (3), 
(7), (17), l'indole, le scotole, l'histamine (14), les 
acides aminés. Ces dosages présentent divers in
convénients: soit la technique est relativement lon
gue, soit les résultats ne sont significatifs que dans 
certaines espèces ou à un niveau d'altération très 
avancé, soit la fiabilité du critère s'est révélée discu
table à l'usage. 

Toutefois, des déterminations très fines des toux 
de diverses polyamines (putrescine, codovérine, 
spermine, spermidine) et de l'histamine en HPLC 
(13) permettent d'espérer la mise en place de nou
veaux critères dons les prochaines années, dès l'ins
tant où un mode d'extraction rapide et performant 
sera ou point. 

Actuellement, le dosage de I'ABVT garde tou
jours l'avantage de pouvoir être réalisé avec des 
techniques simples, économiques et rapides, ce qui 
lui a valu l'intérêt qu'il suscite depuis plus de 50 ans. 
Et en dépit de ses insuffisances désormais bien 

• Ministère de l'Agriculture. Direction Générale de l'Alimentation. Laboratoire des Services Vétérinaires- Rue Huret Lagache-
62200 Boulogne-sur-Mer - France. 
•• Ministère de l'Agriculture. Direction Générale de l'Alimentation. Laboratoire des Services Vétérinaires du Vol de Marne-
2 Rue du Caducée B.P. 435- 94155 Rungis France. 
(1) Manuscrit reçu le 20 iuin 1988, accepté le 10 ianvier 1989. 
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396 connues (9), il permet une approche de l'état de 
fraîcheur du poisson. 

Dons ce travail, nous avons comparé les 2 mé
thodes les plus employées pour déterminer le toux 
d'ABVT. La première, dont le principe est un entraî
nement à la vapeur, a été proposée ou Comité du 
Codex Alimentorius par Billon et al. (2). La seconde 
est la méthode de microdiffusion de Conwoy (4) 
appliquée par Beatty et Gibbons (1) ou dosage des 
amines volatiles dons le poisson. A la suite de cette 
comparaison, nous avons étudié les applications de 
ces déterminations chez les Sélaciens et lesT éléos
téens morins. 

MATÉRIELS ET MÉTHODES 
Préparation des échantillons 

Les échantillons utilisés dons cette étude sont des 
poissons entiers (E) ou en filets (F). Lorsqu'un essai 
nécessite la constitution d'un témoin, on procède de 
la façon suivante : 

Pour un filet 
Il est divisé en 4 parties selon ce principe: 

Avant Arrière 

x 1 

y 2 

échantillon témoin : Xl + Yl 
échantillon à tester: X2 + Y2 
Cette technique permet d'atténuer les différences 
des teneurs en ABVT résultant de l'endroit du prélè
vement et donc d'obtenir 2 échantillons de teneurs 
VOISineS. 

Pour un poisson entier 
On prélève les deux filets qui vont servir d'échan

tillons. Deux cos peuvent se présenter: 
.s'il s'agit d'un poisson de petite taille, un des filets 
constitue l'échantillon témoin et l'autre l'échantil
lon à tester. 
.si la taille du poisson est suffisante, choque filet 
constitue un échantillon qui sera divisé selon le prin
cipe ci-dessus. 

Dosage de l' ABVT par la méthode 
d'entraînement à la vapeur 

Pour obtenir un extrait de poisson exempt de pro
téines, on pèse 100 g de muscle de poisson auxquels 
on ajoute 200 ml de solution aqueuse d'acide tri
chloracétique à 7,5 p. cent. Après homogénéisation 
et centrifugation à 2 000 tours/minute pendant 5 
minutes, on filtre sur Buchner avec filtre Whotmon 
n°3, ou sur filtre n°2 sons Buchner. 

L'entraînement à la vapeur est réalisé avec un 
appareil de distillation de type Kjeldohl (Vopodest 
2 Gerhardt ou Buchi 321 ). On introduit 25 ml de 
filtrat dons le tube de distillation puis 6 ml d'hy
droxyde de sodium à 10 p. cent (cette dernière opé
ration est automatique avec le Vopodest 21ors de la 
mise en route de l'appareil). On place sous l'extré
mité du condenseur un bécher dons lequel ont été 
versés 10 ml de solution aqueuse d'acide borique à 
4 p. cent contenant 0,04 ml d'un indicateur mixte 
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pour le titrage de l'ammoniaque (Merck 6130) 
constitué de rouge de méthyle et de vert de brama
crésol. On met en route la distillation et on pro
longe l'entraînement à la vapeur jusqu'à ce que le 
bécher contienne exactement un volume final de 50 
ml (40 ml de distillat). L'appareil sera rincé avant 
l'utilisation suivante. 

La solution d'acide borique étant devenue verte 
sous l'effet de l'olcolinisotion produite par I'ABVT 
recueilli, on place le bécher sous une microburette 
graduée à 0,01 ml (ou une burette automatique) 
contenant une solution aqueuse d'acide sulfurique 
0,1 N, et on titre jusqu'à complète décoloration (la 
chute de burette doit être lue précisément à ce 
stade, l'addition ultérieure d'une goutte d'acide sul
furique entraînera alors l'apparition d'une légère 
coloration rose). 

Soit n le nombre de ml de solution d'acide sulfuri
que utilisés, le toux d'ABVT est égal à n x 16,8 mg 
d'azote pour 100 g de poisson. 

Dosage de la TMA par la méthode 
d'entraÎnement à la vapeur 

Aménagement du mode opératoire de la déter
mination de la teneur en ABVT: avant la distillation, 
on ajoute ou filtrat 20 ml de formol (solution à 37 p. 
cent minimum) pour bloquer les amines primaires et 
secondaires (1 0). 

Dosage de I'ABVT par la méthode 
de Conway 

1 00 g de muscle de poisson sont homogénéisés 
dons 50 ml d'eau. Pour réaliser la défécation des 
protéines, on ajoute 50 ml de solution d'acide tri
chloracétique à 20 p. cent et on homogénéise à 
nouveau. Après centrifugation à 2000 tours/minute 
pendant 5 minutes, on filtre. 

La microdiffusion est réalisée dons une cellule de 
Conwoy. On met dons la couronne 1,5 ml d'eau 
distillée et 1 ml de filtrat. On met ou centre de la 
cellule 1 ml d'acide borique à 1 p. cent préparé 
comme suit: on dissout 10 g d'acide borique dans 
200 ml d'alcool éthylique à 95 p. cent et 700 ml 
d'eau; on ajoute 10 ml d'un mélange de vert de 
bromocrésol à 0,033 p. cent et de rouge de méthyle 
à 0,066 p. cent (16,5 mg de vert de bromocrésol et 
33 mg de rouge de méthyle dons 50 ml d'alcool 
éthylique à 95 p. cent); on complète à 1 litre et on 
ajuste à pH 5. 

On met rapidement dons la couronne 1 ml de 
solution saturée de carbonate de potassium à 112 p. 
cent et on place immédiatement le couvercle enduit 
de vaseline. Par un mouvement de rotation, on mé
lange soigneusement le contenu de la couronne. 
L'incubation se fait à 35°C +/-1 °C pendant 2 
heures, ou à la température du laboratoire pendant 
une nuit. 

La solution d'acide borique devenue verte est 
neutralisée par de l'acide chlorhydrique 0,01 N en 
utilisant une microburette graduée à 0,01 ml. On 
titre jusqu'ou retour à la couleur rose. 

Soit n le nombre de ml d'acide chlorhydrique 
utilisés, le toux d'ABVT est égal à n x 27,67 mg 
d'azote pour 100 g de poisson. 



Dosage de la TMA par la méthode 
de Conway 

Aménagement du mode opératoire :on met dans 
la couronne 1 ml de filtrat, 1 ml d'eau distillée et 0,5 
ml de formol neutralisé. 

Essais portant sur l'immersion 
Sans circulation d'eau 
Elle consiste à immerger les filets dans un réci

pient contenant de l'eau déminéralisée ou de l'eau 
du réseau. L'immersion est pratiquée pendant 24 à 
48 heures à + 2°C avec 1 ou 2 renouvellements ou 
sans renouvellement de cette eau. Les échantillons 
témoins (non immergés) sont conservés dans les 
mêmes conditions de température. 

49 essais ont été réalisés sur des échantillons ap
partenant à 8 espèces de poissons. 

Avec circulation d'eau 
Les échantillons de poisson sont placés dans un 

récipient dans lequel on entretient une circulation 
d'eau. L'immersion est maintenue pendant des du
rées variant de 15 minutes à 2 heures 30. 

26 essais ont été réalisés portant sur 5 espèces 
différentes. 

Essais portant sur le conditionnement 
Des dosages d'ABVT sont pratiqués par la mé

thode d'entraînement à la vapeur sur 2 moitiés d'un 
même filet conservé pendant 3 jours: une moitié est 
conservée sous glace fondante entourée d'une 
feuille de protection (conditions habituelles de 
commercialisation des filets qui ne doivent pas être 
en contact direct avec la glace), l'autre moitié est 
conditionnée au jour Jo par le procédé « Skin
Pack » constitué d'une barquette et d'un film com
posé de 7 couches très fortement adhérent à la 
denrée anrès mise sous vide. Cette barquette est 
conservée sous glace fondante dans les mêmes 
conditions de température que le filet témoin. 

15 essais ont été réalisés. 

RÉSULTATS ET COMMENTAIRES 
Comparaison des résultats 
des 2 méthodes 

Sur 261 échantillons de poissons divers, entiers ou 
en filets, ont été effectués des dosages d'ABVT à la 
fois par la méthode d'entraînement à la vapeur 
(valeurs y) et par la méthode de microdiffusion de 
Conway (valeurs x). 

Résultats 
Les résultats de ces déterminations effectuées 

dans les laboratoires de Rungis et de Boulogne-sur
Mer peuvent être obtenus auprès des auteurs. 
-L'analyse des données a permis d'établir par la 
méthode des moindres carrés une droite de régres
sion exprimant y en fonction de x: 

y =1,0167 x+ 0,8508 
Les paramètres statistiques des 2 séries de don

nées sont les suivants: 
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-nombre de données pour chaque série : 261 
-moyenne arithmétique des valeurs y: 21,16 
mg/100 g 
- moyenne arithmétique des valeurs x : 19,98 
mg/100 g 
-écart-type des valeurs y: 14,67 mg/1 00 g 
-écart-type des valeurs x: 14,23 mg/1 00 g 
-coefficient de corrélation de x et de y: 0,9865. 

Selon la valeur de ce coefficient de corrélation et 
le degré de liberté du système (N =261 ), la probabi
lité pour que la liaison n'existe pas est très inférieure 
à 0,001. La valeur du coefficient de corrélation in
dique une intensité de liaison très forte entre les 
résultats des 2 méthodes. 

Répétabilité des deux méthodes 
Compte tenu de la difficulté à disposer d'un 

échantillon de volume suffisant pour effectuer des 
répétitions de dosages, la répétabilité a été évaluée 
sur une série d'échantillons; chaque échantillon a 
fait l'objet de 2 dosages effectués par la même 
méthode sur le même filtrat (l'étape de pesée, 
broyage, centrifugation, filtration n'est donc pas 
testée mais on retrouve les mêmes sources de varia
bilité dans les 2 méthodes qui utilisent les mêmes 
étapes pour la préparation du filtrat). 

La dépendance entre les 2 séries de dosages cou
plés est testée par le calcul du coefficient r et la 
consultation de la table des valeurs de r selon le 
degré de liberté du système. 
Dosage de I'ABVT par la méthode 
d'entraînement à la vapeur 

59 échantillons ont fait l'objet d'un dosage effec
tué en double. Le coefficient de corrélation obtenu 
est de 0,9978 et indique une liaison de forte intensité 
entre les 2 séries de résultats couplés. 
Dosage de I'ABVT par la méthode de Conway 

61 échantillons ont fait l'objet d'un dosage en 
double. Le coefficient de corrélation obtenu est de 
0,9961 et indique une liaison de forte intensité entre 
les 2 séries de résultats couplés. 

Incidence de divers paramètres 
sur la teneur en ABVT 

Influence du volume de distillat recueilli 
sur les résultats de la méthode 
d'entraînement à la vapeur 
Lorsque la distillation èst prolongée au-delà des 

50 ml préconisés, on observe des teneurs en ABVT 
plus élevées. C'est ainsi que 6 échantillons ont fait 
l'objet de distillations prolongées par paliers régu
liers jusqu'à 100 ml. On constate pour ces 6 essais un 
taux d'augmentation moyen de 9,7 p. cent entre les 
valeurs d'ABVT contenues dans 50 ml de distillat et 
celles contenues dans 100 ml; on note qu'un palier 
dans cette augmentation apparaît à 75 ml. 

Le principe de la méthode de Conway est une 
simple diffusion à une température moyenne, par 
contre la méthode d'entraînement à la vapeur im
plique une température élevée. On peut penser que 
la déprotéinisation par l'acide trichloracétique 
laisse subsister des composés azotés de faible poids 
moléculaire, notamment des acides aminés et des 
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peptides de petite taille, susceptibles d'être hydro
lysés à température élevée en libérant des amines 
volatiles. Le volume recueilli dans le bécher doit 
donc être fixé précisément à 50 ml (40 ml de distillat 
+ 10 ml d'acide borique), afin que les résultats entre 
laboratoires soient comparables. 

Immersion 
Sans circulation d'eau 
Les taux d'ABVT et de TMA ont été déterminés 

avant et après immersion sur 49 essais. Les résultats 
mettent en évidence une diminution importante des 
teneurs en amines volatiles à la suite de cette prati
que. 

Immersion sans renouvellement d'eau : 

Pour les teneurs en ABVT, les moyennes des taux 
de diminution sont les suivantes: 
.après une immersion de 24 heures:- 57,87 p. cent 
(24 essais) 
.après une immersion de 48 heures:- 59,34 p. cent 
(9 essais) 

Il apparaît donc que la simple immersion en eau 
« dormante » assure un lessivage du poisson et un 
entraînement des amines volatiles. 

L'influence du paramètre immersion peut être 
étudiée sur la série de 24 échantillons ayant fait 
l"objet d'un dosage sur une partie témoin et sur une 
partie immergée pendant 24 heures sans renouvel
lement d'eau. 

On compare les moyennes de ces 2 séries appa
riées de résultats (échantillon témoin - échantillon 
immergé) par le calcul de t = mis/Vil où m est la 
moyenne des différences et s l'écart-type estimé sur 
l'échantillon des n différences. La valeur de t obte
nue (t = 7,75) montre que les moyennes diffèrent 
significativement (risque inférieur à 0,001) et que 
l'immersion a donc une incidence sur le taux d'ABVT. 

Immersion avec renouvellement d'eau: 
Lorsque 1 'eau est renouvelée au cours de l'immer

sion, on peut noter les diminutions moyennes sui
vantes du taux d'ABVT: 
• 24 heures avec renouvellement:- 66,65 p. cent (1 0 
essais) 
.48 heures avec renouvellement: - 72,76 p. cent (6 
essais) 

La teneur en ABVT subit une chute plus impor
tante lorsqu'il y a un renouvellement de l'eau ou 
lorsqu'on augmente la durée de l'immersion. 

Pour la TMA, les expérimentations mettent en 
évidence des diminutions des teneurs suite à l'im
mersion. La TMA entre dans la composition de 
I'ABVT, il n'est donc pas surprenant que sa teneur 
régresse comme régresse probablement la teneur 
individuelle de chacune des amines volatiles. 

Par contre, lorsqu'on compare les rapports P = 
TMA/ ABVT (pourcentage) avant et après immer
sion, on ne décèle ni augmentation ni diminution :la 
moyenne des valeurs de P sur 23 essais (pourcen
tage de TMA dans I'ABVT) est de 60,34 p. cent dans 
les échantillons témoins, et de 59,75 p. cent dans les 
échantillons traités. Ainsi, les valeurs de P ne subis
sent pas de modification significative suite à l'im-
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mersion, ce qui laisse supposer que cette pratique 
affecte de la même façon les 2 termes du rapport. 
Ceci est un argument en faveur du dosage de la 
TMA: la TMA constitue un élément d'appréciation 
complémentaire de I'ABVT, et de plus P = 
TMA/ ABVT (pourcentage) est relativement indé
pendant de nombreux facteurs de variation de la 
composition chimique. 

Avec circulation d'eau 
L'immersion avec circulation d'eau a été testée 

sur 26 essais. Les résultats confirment le phénomène 
observé lors d'une immersion simple, il apparaît 
toutefois que l'entraînement des bases aminées vo
latiles est accéléré. On note une variabilité impor
tante des diminutions observées pour une même 
durée d'immersion, variabilité due à des facteurs 
divers dont les différences de taille et d'épaisseur 
des échantillons (5 espèces différentes ont été tes
tées), éventuellement la vitesse d'écoulement ou la 
température de l'eau. Ces premiers résultats se
raient à affiner en étudiant l'influence de ces diffé
rents paramètres. Toutefois, les diminutions moyen
nes correspondant à des durées de lavage crois
santes permettent d'appréhender l'incidence de 
cette pratique : 
- 30 minutes: 
- 1 heure: 
- 1 heure 30 minutes : 
-2 heures: 

15,13p.cent 
23,62 p. cent 
27,54 p. cent 
30,88 p. cent 

Conditionnement sous film 
Les variations des teneurs en ABVT d'un même 

échantillon conservé sous glace fondante, d'une 
port de manière traditionnelle, non préemballé, 
d'autre part sous conditionnement étanche sous
vide de type Skin-Pock ont été testées sur 15 échan
tillons. 

L'analyse comparative est effectuée à J + 3 par la 
méthode d'entraînement à la vapeur. 
m 1 (moyenne des échantillons non préemballés) 
= 20,76 
m2 (moyenne des échantillons conditionnés) 
= 34,85 . 

Les moyennes des 2 séries appariées sont compa
rées par le calcul de t =mis/ vn où mets désignent 
la moyenne et l'écart-type estimés sur l'échantillon 
des n différences. La voleur de t (t = 9,03) indique 
que ces deux moyennes sont significotivement diffé
rentes (p inférieur à 0,001) et que le mode de condi
tionnement est un des paramètres qui influe sur la 
teneur en ABVT. 

Ces premiers résultats, concernant un nombre 
restreint d'essais, devront être complétés et prendre 
en compte certains paramètres, notamment la na
ture du film et l'atmosphère du conditionnement. Il 
est toutefois apparent qu'un résultat d'ABVT doit 
être interprété différemment s'il concerne un pois
son conditionné; il est vraisemblable que le poisson 
conservé traditionnellement sous glace subit une 
sorte de« lessivage» par l'eau de fusion de la glace 
qui entraîne ainsi une partie des amines et de l'am
moniac; ce phénomène est empêché lors d'un 
conditionnement sous film. A cette hypothèse d'ori
gine« mécanique» pourrait éventuellement s'ajou-



ter celle des modifications de flore et d'enzymes 
microbiennes lors du conditionnement sous vide ou 
sous atmosphère contrôlée. 

DISCUSSION 
Les 2 méthodes qui font l'objet de cette étude ont 

résisté à l'épreuve du temps: cette remarque n'est 
pas un argument scientifique mais indique l'intérêt 
que ces méthodes suscitent encore aujourd'hui et les 
services qu'elles peuvent rendre, même s'il est rai
sonnable de penser qu'elles seront prochainement 
détrônées par des techniques plus fines et plus fia
bles. Pour permettre d'utiliser ces méthodes dans 
des conditions optimales, il est nécessaire de nor
maliser la détermination, l'expression et l'exploita
tion des teneurs en ABVT. Ces travaux constituent 
une étape dans ce sens. 

Expression des résultats 
Le premier élément de normalisation proposé 

concerne l'expression des résultats. L 'ABVT étant un 
ensemble de composés chimiques, divers modes 
d'expression sont possibles. Un usage s'est établ~ 
pour la méthode d'entraînement à la vapeur qu1 
consiste à exprimer le résultat en ammoniac puis
que celui-ci est un composé quantitativement essen
tiel. Dans la méthode de Conway, le résultat est 
exprimé en azote. Très souvent les résultats sont 
donnés sans mention ni de la méthode ni du mode 
d'expression, or ceci est important pour l'exploita
tion des teneurs obtenues et peut fausser en partie 
la conclusion. Il est donc souhaitable d'opter pour 
un mode d'expression commun, et l'azote constitue 
le choix le plus rationnel dans la mesure où il entre 
dans la composition de l'ammoniac et des diverses 
molécules d'amines. 

Dans cette étude, les résultats fournis par les 2 
méthodes sont exprimés en azote. 
La formule de calcul pour la méthode de Conway 
est: 

ABVT = n x 27,67 mg d'azote/1 00 g (où n =nombre 
de ml HCI 0,01 N) 
La formule de calcul utilisée pour la méthode d'en
traînement à la vapeur est : 
ABVT = n x 16,80 mg d' azote/1 OOg (où n= nombre 
de ml H2S04 0,1 N). 

Ce mode d'expression commun présente un autre 
avantage. Nous évoquerons plus loin l'intérêt du 
dosage de la triméthylamine; or pour établir le 
rapport TMA/ABVT, il est indispensable d'exprimer 
de la même façon TMA et ABVT. 

Comparaison critique des 2 méthodes 
Des éléments de comparaison sont présentés sous 

la forme d'une liste d'avantages et d'inconvénients: 

Avantages 
Méthode par entraînement à la vapeur 
-facilité de mise en œuvre, rapidité d'exécution, 
peu de facteurs d'erreurs 
- permet de déterminer des taux d'ABVT très éle
vés sans dilution du filtrat 

Méthode de Conway 
-investissement faible 

annexe 8 

-utilisation de petits volumes de réactifs 

1 nconvénients 
Méthode par entraînement à la vapeur 
- investissement relativement important 
-utilisation de volumes importants de réactifs 

Méthode de Conway 
- nécessité d'un opérateur minutieux rodé à cette 
technique 
-incubation relativement longue (opération to
tale supérieure à 2 heures) 
-nombreuses causes possibles d'erreurs dues au 
fait qu'il s'agit d'une microméthode (mauvais rin
çage des cellules, erreurs sur la délivrance de fai
bles volumes de réactif, influence de l'environne
ment qui doit être exempt d'ammoniac, débor
dements d'une chambre dans l'autre) 
-nécessité lorsque le taux d'ABVT est très élevé de 
pratiquer de nouveaux dosages à une dilution plus 
élevée (capacité limitée de la chambre centrale de 
dosage contenant l'acide borique) 
-nécessité d'un doublage systématique 

Cette comparaison fait apparaître plus d'avan
tages pour la méthode d'entraînement à la vapeur 
et met en évidence quelques points délicats dans la 
pratique de la méthode de Conway; toutefois cela 
ne doit pas conduire à des conclusions hâtives, car 
cette dernière se révèle fiable si un opérateur méti
culeux est initié à la technique, et elle peut convenir 
parfaitement si un délai de 2 h 30 est acceptable 
pour fournir le résultat. 

Le coût de revient de l'analyse est à envisager en 
distinguant la part de l'investissement et la part du 
fonctionnement. 

Pour l'investissement, il convient de prendre en 
compte les investissements spécifiques hors les ap
pareils courants de laboratoire nécessaires aux 
deux méthodes. La méthode d'entraînement à la 
vapeur nécessite un appareil de distillation. La mé
thode de Conway implique l'achat de cellules de 
microdiffusion en nombre suffisant pour effectuer 
une rotation, ce qui correspond à un investissement 
plus léger que celui de la méthode d'entraînement à 
la vapeur. 

En frais de fonctionnement, la méthode de Conway 
présente également un léger avantage, compte te
nu de l'utilisation de petits volumes de carbonate de 
K et d'acide borique; par contre la préparation de 
l'extrait déprotéinisé est équivalente dans les 2 mé
thodes. 

Au total, le coût de revient de l'analyse semble 
inférieur dans la méthode de Conway. Toutefois, si 
on s'efforce de considérer tous les paramètres 
(temps passé au nettoyage des cellules, indisponibi
lité d'une étuve, consommation de vaseline, de dé
tergent, coût de la main d'œuvre plus élevé ... ), la 
valeur de cette affirmation semble tout à fait rela
tive. Le coût respectif des 2 méthodes doit être cal
culé dans le contexte particulier de chaque labora
toire et de son équipement. 
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400 Correspondance entre les résultats 
des 2 méthodes 

Cette correspondance a été étudiée en exprimant 
les teneurs d'ABVT en mg d'azote pour 100 g. 

D'autre part, il est important de rappeler 2 points 
essentiels dans le mode opératoire de la méthode 
d'entraînement à la vapeur. Les expérimentations 
ont démontré que la distillation doit être stoppée 
précisément dès que le volume recueil:1 dans le bê
cher (acide borique+ distillat) atteint 50 ml. Lors du 
dosage, l'addition d'acide sulfurique ne doit pas 
être poursuivie au-delà de la décoloration com
plète du contenu du bêcher, la coloration rose ne 
devant pas être atteinte. Il est apparu que ces 2 
impératifs n'étaient pas scrupuleusement respectés 
dans tous les laboratoires et que cela pouvait intro
duire des distorsions dans les résultats. 

La droite de régression obtenue fait apparaître 
des valeurs légèrement supérieures pour la mé
thode d'entraînement à la vapeur (y) par rapport à 
la méthode de Conway (x) : 

y= 1,02 x+ 0,85 
Les valeurs obtenues par les 2 méthodes sont très 

voisines (5). Il existe toutefois une différence qui 
pourrait s'expliquer par un des éléments suivants ou 
par la conjonction des 2: soit la méthode de 
Conway donne un résultat par défaut, cela pouvant 
être du à une libération d'amines hors de la cellule 
lors de l'introduction du K2 C03, ou à un minime 
pourcentage d'amines non piégées par l'acide bo
riq~e puisque le principe repose sur la seule micro
diffusion, soit la méthode d'entraînement à la va
peur détermine un taux par excès, cela pouvant être 
du, comme nous l'avons déjà évoqué, à une dégra
dation de composés azotés persistant après dépro
téinisation. 

En tout état de cause, la corrélation entre les 
résultats des 2 méthodes est excellente, les diffé
rences sont faibles et peuvent être maîtrisées en se 
référant à la droite de régression. 

Interprétation des résultats 
Les expérimentations démontrant l'incidence de 

l'immersion et du conditionnement sur la teneur en 
ABVT constituent le préalable nécessaire à toute 
proposition de normes. Les causes multiples de va
riabilité des taux d'ABVT de poissons à niveau d'al
tération égal (12) rendent délicate la définition de 
normes au sens strict du terme. Il est à noter que la 
composition de la flore de contamination, l'espèce 
du poisson, le cycle sexuel, la nourriture, le mode de 
pêche, les conditions de conservation, la localisa
tion du prélèvement, sont autant de facteurs qui 
peuvent affecter la teneur en bases azotées vola
tiles et introduire une distorsion entre le taux 
d'ABVT et le niveau réel d'altération. 

Rappelons que I'ABVT résulte de l'addition de 
divers composés basiques volatils, et que des taux 
d'ABVT identiques peuvent recouvrir des teneurs 
individuelles différentes pour chacun des compo
sants. Des valeurs d'ABVT égales peuvent donc ex
primer des réalités biochimiques et microbiologi
ques sensiblement différentes. 
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Ces réserves étantfaites, il est possible de définir 
des valeurs de référence en distinguant la dé
marche de l'inspection officielle et la démarche 
contractuelle. Dans les deux cas, il s'agit de fixer un 
niveau de décision au-delà duquel un refus de la 
marchandise est prononcé. Dans le cas de normes 
réglementaires, la décision administrative est prise 
en dehors de toute convention particulière et n ·a 
pas d'alternative: refoulement en frontière ou sai
sie. Différents paramètres étant susceptibles de 
modifier ou d'influencer les résultats d'ABVT obte
nus, le risque d'une décision erronée doit être évité. 
Par contre, s'agissant de valeurs de référence com
merciales, les teneurs peuvent être fixées plus 
basses dans la mesure où elles sont le résultat d'un 
accord contractuel entre l'acheteur et le vendeur. 
Ces raisons expliquent le léger décalage entre les 
valeurs d'ABVT proposées pour les décisions d'ins
pection officielle et celles applicables à des 
contrats commerciaux. La valeur d'ABVT généra
lement admise comme limite par divers auteurs (8, 
18, 16) se situe aux alentours de 30 mg N/1 00 g dans 
le muscle de poisson blanc conservé sous glace. Les 
valeurs proposées pour l'inspection officielle et la 
démarche contractuelle figurent dans le tableau 1. 

Proposition d'un critère 
complémentaire 

La TMA ne constitue pas l'objet de cet article, 
mais dans des cas litigieux, nous proposons d'utili
ser la teneur en TMA pour affiner l'exploitation de 
la teneur en ABVT. 

Il est totalement déconseillé d'interpréter seules 
les teneurs en TMA. Généralement la qualité est 
satisfaisante en dessous de 6 mg/1 00 g, elle est 
moyenne entre 6 et 14, au-delà le produit est en voie 
d'altération. Mais c'est par les informations qu'il 
fournit sur la composition de I'ABVT que le dosage 
de la TMA est précieux, et c'est dans ce sens qu 'i 1 

doit être exploité. Le pourcentage de TMA dans 
I'ABVT: P = TMA/ABVT (pourcentage) est ainsi un 
critère complémentaire de I'ABVT (11). A titre indi
catif, les valeurs suivantes sont proposées pour 
l'inspection: 
P = 40-45 p. cent :voie d'altération 
P = 55-60 p. cent : putréfaction 

CONCLUSION 
Les méthodes de microdiffusion et d'entraîne

ment à la vapeur restent aujourd'hui largement 
employées pour le dosage de I'ABVT parce qu'elles 
sont rapides et économiques. Des techniques plus 
fiables et plus sélectives prendront le relais dans un 
proche avenir, mais il n'est pas certain qu'elles puis
sent un jour donner une réponse aussi rapide avec 
un coût de revient aussi faible. Les méthodes an
ciennes ont donc encore un certain avenir et elles ne 
sont aucunement à négliger si elles peuvent conti
nuer à asseoir quotidiennement des décisions tant 
en inspection qu'en industrie. 

L'avantage des nouvelles techniques sera de 
permettre une approche de la composition intrin
sèque de I'ABVT. Actuellement, il est toutefois pos-



TABLEAU 1- Proposition de voleurs de référence chez les poissons 
frois ou congelés (produits transformés exclus) pour I'ABVT 
déterminé par la méthode d'entrainement à la vapeur (en mg 
d'azote/lOO g). 

Téléosteens marins (excepté les Thonidés} 

Démarche d'inspection officielle. 

Exceptions : 
- certains g adidés 

Proposition de Cas général 
(comme le lieu noir} 
- certains poissons 

normes gras (comme 
le maquereau} 

Bonne qualité < 15 <20 

Qualité 
commerciale 
courante 15 à 28 20 à 33 

Qualité médiocre 
- marché de gros : 
non satisfaisant 28 à 35 33 à 40 
-vente au détail : 
Acceptable si l'examen des 
critères complémentaires 
- notamment les 
organoleptiques -
est favorable. 

Altération confirmée >35 >40 

Démarche contractuelle. 

Classification 
commerciale 

Extra 
Qualité A: début 
Qualité A: fin 
Qualité B : début 
Qualité B : fin 

Non commerciolisoble 

Sélaciens 

Cas général 

< 12 
12 à 16 
16 à 20 
20 à 24 
24 à 28 

>28 

Exceptions : 
d. tableau 
précédent 

Les chiffres ci
contre peuvent 
être majorés de 

3 à 4 mg pour 
ces espèces 

>33 

Le poisson est considéré non commerciolisoble ou-delà de 
50 mg/100 g (démarche contractuelle) et en état d'altération 
confirmée (inspection officielle) ou-delà de 65 mg/100 g. 

Remarques 
- L'ABVT o peu de signification chez les Thonidés. 
-L'interprétation des toux d'ABVT est délicate chez les poissons 
gros en général, particulièrement chez les Saumons. 
- Les voleurs proposées ne concernent pas les produits cuits ni 
les produits oyant subi une transformation (salaison, fumaison, 
pasteurisation, stérilisation). 
- Les voleurs ne concernent pas les produits préemballés. 
-Compte tenu des couses de variabilité de I'ABVT, il est 
souhaitable de foire en parallèle un test orgonoleptique, et 
d'exploiter le toux de triméthylomine. 

sible d'optimiser l'usage de ce critère si les modes 
opératoires des méthodes de microdiffusion et 
d'entraînement à la vapeur sont scrupuleusement 
respectés, si on évite les confusions introduites par 
le choix de la méthode ou le mode d'expression du 
résultat, et si le cos échéant on considère la propor
tion de TMA. 

Ce critère, exprimé sous la forme P = TMA/ ABVT 
(pourcentage) n'est pas proposé pour remplacer 

annexe~ 

I'ABVT: ABVT et P constituent 2 critères complé
mentaires_ 

Il est à noter que les critères chimiques ne consti
tuent qu'un élément d'appréciation et que d'autres 
éléments gardent toute leur importance, notam
ment les tests orgonoleptiques. De plus, compte te
nu des paramètres de variabilité évoqués pour les 
résultats des dosages ABVT et des manipulations 
subies par certaines denrées (filetage), il semble 
indispensable d'effectuer parallèlement une ana
lyse bactériologique qui permettra une apprécia
tion plus complète de la qualité de la denrée. 

Enfin, l'échantillonnage reste déterminant: cette 
remarque est particulièrement importante dans un 
domaine où l'interprétation n'est pas simple et doit 
donc s'établir sur des voleurs statistiquement repré
sentatives. 
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Total volatile basic nitrogen rates in salt 
water fish muscle 

Data for standardisation 
of the determination, expression 

and use of T.V.B.N. 
by P. MALLE, A.M. VANELLE and A. PETIT 

SUMMARY 
The comparison between the results of the two widely used methods 
for the determination of Total Volatile Basic Nitrogen allowed us to 
define the straight line equation correlating the values obtained by 
distillation in function of the values of microdiffusion. 
The respective advantages of the two methods are compared. After 
studying the effects of sorne parameters on the T.V.B.N. rates, the 
authors propose a common expression of the results in nitrogen and 
an approach for interpretation taking into account of the variability 
factors. 
Standard values are specified for chilled or frozen salt water fish with 
complementary factors for optimal use of these values. 
Key words: Total volatile basic nitrogen- Soit water fish- Alteration 
- Chimical values. 
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Contenido en nitrogeno basico volatil 
Total (N.B.V.T.) del tejido muscular 

de los peces marinos 
Elementos para una normalizacion 
de la determinacion, la expression 

y la explotacion del N.B.V.T. 
por P. MALLE, A.M. VANELLE y A. PETIT 

RESUMEN 
La comparacion de los resultados de los dos metodos mas extensa
mente utilizados para determinar las tasas de Nitrogeno Basico Vola
til Total ha permido la definicion de la linea de regresion que expresa 
los valores obtenidos por arrastre al vapor en funcion de los valorcs 
obtenidos por microdifusion. 
Las ventajas respectivas de ambos metodos han sido corn paradas. 
Despues de haber establecido la incidencia de ciertos parametros 
sobre los contenidos en N.B.V.T., hemos propuesto un modo de 
expresion comun de los resultados en nitrogeno. y un modo de 
gestion para la interpretacion que tiene en cuenta ciertos facto res de 
variabilidad. Unos valores de referencia son indicados para los peces 
mari nos refrigerados o conge lados con unos element os complemen
tarios de explotacion de estos criterios. 
Palabras claves: Nitrogeno basico volatil - Peces mari nos - Altera
cion - Quinicos cirterios. 
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A New Chemical Criterion for the Quality Control of Fish: 
Trimethylamine/Total Volatile Basic Nitrogen (0/o) 

PIERRE MALLE"1 and MARTINE POUMEYROV 
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ABSTRACT 

Trimethylamine (TMA) and the total volatile basic nitrogen 
(TVBN) were determined in 169 samples of sea-fish (herring, cod, 
whiting, and mackere1) at ali stages of decomposition. The com
parison of these two parameters with the ratio P=TVBN{fMA (%) 
showed that P provides a useful index of freshness. It is re1atively 
constant between species, its dispersion is Jess than that of TMA 
and it increases more rapid1y than TVBN at the start of decompo
stuon. Statistical analysis of the experimental results showed 
that there is a non-linear correlation between P and the decompo
sition index (i). The comparison of the line-equations defining log 
Pas a function of i for different species of marine Teleostei led us 
to show that there is little or no intraspace variation of this 
correlation under determined conservation conditions. It is noted 
that for a given species, this correlation is temperature-dependant. 
Statistical exploitation of these results permit us to determine the 
maximal admissible values for P which can be used as a suppon for 
the development of new standards. 

Although a detailed organoleptic inspection is usually 
sufficient to determine the freshness of intact refrigerated 
fish, for sliced, frozen, and processed fish, or in the case of 
a dispute, laboratory examinations are indispensable and 
must rapidly provide objective data for the assessment of 
quality. Fish decomposition is mainly due to bacterial growth 
which results in the production of various substances, sorne 
of which are not normally found in live muscle tissue, while 
others, which are already present in the muscle, increase log
arithmically in parallel with microbial growth (20). The 
assay of sorne of these substances may provide useful data 
for the evaluation of fish freshness. The determination of 
total volatile basic nitrogen (TVBN) first proposed by Boury 
(4,5) in 1935, is widely used toda y to estimate the degree of 
decomposition of fish. The efficiency of TVBN assay has 
been confrrmed by severa! authors (8,9,11 ,23 ,27), although 
it does not fully satisfy sanitarians. In a previous paper ( 18) 
we showed that there may be a wide dispersion of TVBN 
levels for a given decomposition index, and that changes in 

'Laboratoire des Services Vétérinaires. 
'Laboratoire Central d' Hygiéne Alimentaire. 

TVBN were slow at the onset of decomposition. TVBN 
Ievels, although they are a useful parameter, are therefore 
subject to certain valid criticisms. 

Other chemical determinations have also been tested as 
decomposition criteria, though they ali have disadvantages. 
Sorne of these tests, such as the hypoxanthine test, do not 
give consistent results (6,14,31 ). Others are only significant 
when the product is spoiled and inedible, such as H2S, indol, 
volatile acids (24), and histamine (22). Another example is 
the so-called K ratio (inosine + hypoxanthine/total A TP 
breakdown products) which increases in the first stage of 
decomposition and then rapidly tends towards a plateau 
(10,21 ,25). Many other initially promising tests were later 
found to give ambiguous results; trimethylamine (TMA) 
assay provides a good example. The TMA content provides 
an accurate indication of bacterial spoilage in sorne species 
(1,2 ,1 7) though it is not al ways reliable as cenain other 
factors modify the TMA production. 

During this study we investigated the changes in the 
levels of TVBN and TMA during fish decomposition. Al
though neither TVBN or TMA are sufficient when taken 
alone and are often difficult to interpret, we examined the 
possibility of using them simultaneously to evaluate the 
degree of freshness by studying the correlation between the 
ration P= TMA/TVBN (%)and the leve! of decomposition. 

MATERIALS AND METHODS 

Species studied 
The degree offreshness and the TMA and TVBN levels were 

evaluated in four common fish species: Clupea hareng us (herring), 
Gadus morrhua (cod), Mer/angus mer/angus (whiting), and Scomber 
scombrus (mackerel). 

The fishes were stored either at O"C on an ice bath or in the 
refrigerator at a temperature of 7"C ± 1 oc. 

Determination of the decomposition index 
The decomposition index ("i") was calculated by using the 

numerical organoleptic method of Soudan et al. (29) with a rating 
scale based on an extemal examination of the skin, eyes, gills, and 
tissue softness and an internai examination of the peritoneum and 
venebral column. The state ofperfect freshness is considered to be 
1 and any fish with an index of more than 3 is considered to be 
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inedible for man (grade C). Three other grades are fixed for "i" 
values between 1 and 3 ("Extra" for i ~ 1.3; A: 1.3 < i ~ 2; B: 2 < 
i ~ 3). 

The degree of freshness as defined by EEC regulations nos 
2455no and 1 03n6 is determined using the same method. The 
degree of freshness (d) is rapidly calculated from the decomposi
tion index with the equation d=4 - i. Four classes are defined as 
follows: extra: d ~ 2.7; A: 2 ~ d < 2.7; B: 1 ~ d < 2; C: d < 1). 

TVBN assay by steam distillation 
This method proposed by the Codex Alimentarius Committee 

in 1968 was tested for the qualitative evaluation of seafood by 
Biilon et al. (3). Briefly, 200 ml of a 7.5% aqueous trichloroacetic 
acid solution was added to 100 g of fish muscle; after homogeni
zation, the mixture was centrifuged at 400 g for 5 min and then 
filtered through a Buchner funnel using a Whatrnan n°3 fil ter paper. 

Steam entrainment was performed using a Kjeldahl-type 
distillator: (Vapodest 2 Gerhardt or Buchi 320). 25 ml of filtrate 
were loaded into the distillation tube followed by 6 ml of 10% 
NaOH (the final operation is automatic on starting the Vapodest 2). 
A beaker containing 10 ml of 4% borie acid and 0.04 ml of methyl 
red and bromocresol green indicator was placed under the conden
sor for the titration of ammonia (ref: Merck 6130). 

Distillation was started and steam entrainment continued un til 
a final volume of 50 ml was obtained in the beaker (40 ml of 
distillate). The borie acid solution tumed green when alkalinized by 
the distilled TVBN which was titrated with aqueous 0.1 N sulphuric 
acid solution using a 0.01 ml graduated microburette. Complete 
neutralization was obtained when the color tumed pink on the 
addition of a further drop of sulphuric acid. 

If n is the number of ml of sulphuric acid added, the TVBN 
content is nx 16.8 mg of nitrogen per 100 g of fish. 

TMA assay 
To assay TMA using this method, 20 ml of formaldehyde was 

added to the distillation tube to block the primary and secondary 
amines (19). 

RESUL TS AND DISCUSSION 

Study of 3 fish species stored at 6-B•C 
The decomposition index was measured for samples of 

cod, whiting, and mackerel (stored at 7 ± 1 °C) in duplicate by 
two different technicians, and the arithmetic mean of the 
results for each sample was retained. Between 30 and 40 
samples of each species were tested (total = 102), and the 
duration of storage was determined in order to give at !east 
one sample for every 0.1 increment of the decomposition 
index from 1.3 to 3.6. The TMA and TVBN were determined 
in each sample and the results are given in Fig 1 and 2 for cod 
and mackerel, and in Fig 3 for whiting. The decomposition 
index is plotted on the X-axis and the amine levels on the Y
axis. P is defined as the percentage TMA in the TVBN [P = 
TMA{fVBN (%)].The P values for cod and mackerel are 
shown in Fig 4. 

Comparison of the changes in the 3 criteria (TVBN, TMA, P) 
The shape of the scatter diagrams of TVBN (Fig. 1) and 

TMA (Fig. 2) for cod and mackerel shows that the amine 
Ievels are different in the two species at a given stage of 
decomposition. This further confirms the well-known fact 
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Figure 1. Correlation between the decomposition index and TVBN 
levels for cod (0) and macke rel (e) samples stored at 6-8 °C. 
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Figure 2. Correlation between the decomposition index and TMA 
levels for cod (0) and macke rel r•J samples stored at 6-8 oc. 
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Figure 3. Correlation between the decomposition index and TMA 
(0) or TVBN (e) levels for whiting samples stored at 6-8 r. 
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Figure 4. Correlation between the decomposition index and P 
(TMA!TVBN x JOO)for cod (fl) and mackere/ (À) samples stored 
at 6-8 ·c. 

that the variability of the TVBN and TMA contents is due to 
different species-related factors such as the microbial flora, 
the conditions of capture, and storage (7,12,18,30,32,33). 
On the contrary, however, the P values determined on the 
same samples, and given in Fig 4, are nearly superposable 
and on1y slightly dependant on species. This argues in favor 
of the use of P rather than the two other parameters as a 
criterion of freshness. 

The curves in Fig 1, 2, 3, and 4 have different shapes 
depending on the criterion studied. The increase in TVBN is 
not very significant at the start of decomposition when a 
plateau is observed (18). This plateau is not observed either 
for the TMA levels which increase rapidly at the onset of 
decomposition, or for P. The two major components of 
TVBN are ammonia and TMA, and it is the ammonia that 
predominates in fresh fish where it may be reutilized in 
certain synthetic reactions and modify the TVBN levels (26). 
TVBN does not therefore provide an accurate indication of 
fish decomposition at the start of storage. This is not true for 
Pas this criterion takes into account the TMA levels. We 
therefore recommend TMA and P rather than TVBN as 
criteria of fish quality. 

C omparison of the coefficient of variation of the 3 criteria 
Table 1 gives the coefficient of variation of the values 

for each criterion for the 3 fish species studied. 
The coefficients of variation (standard deviation/mean) 

for TVBN (0.5625) and P (0.6063) were similar, whereas 
much higher values were obtained for TMA (1.1066). Be
cause of this considerable dispersion of the TMA levels, very 
little interest has been shown in this parameter in the past, 
though certain authors consider that the TMA content may 
reflect the bacterial spoilage in sorne fish species ( 1 ). There 
are severa! reasons for this variability in the TMA produc
tion. It depends on the nature of the bacterial flora of the fish 
and, in particular, on the presence ofTMA producing organ
isms such as Pseudomonas putrefaciens ( 15,16) and also on 
the conditions of development of this flora. On the other 
hand, the muscle TMA oxide content (TMAO) varies with 

TABLE 1. Variation coefficients (standard deviation/mean) of 
each criterion (TVBN, TMA and P)for 3 species offish stored at6-

Species TVBN TMA p 

Cod 0.5439 1.0637 0.5909 
Whiting 0.5704 1.2038 0.5806 
Mackerel 0.5734 1.0523 0.6476 

Mean 0.5625 1.1066 0.6063 

the species and the reduction of TMAO to TMA in not 
uniform in the same fish (24). The TMA content is therefore 
not an accurate criterion of quality. Of the two criteria 
retained here, TMA and P, we chose P because of its lower 
dispersion, evaluated from the coefficient of variation. 

Study of log P 

Expression of P 
102 values ofP were obtained with the 3 species studied. 

We established the following empirical regression fine in 
which P is expressed as a function of the decomposition 
index (i), by computer data analysis and the use of the !east
squares test: 

p = 25.1706 i- 31.9081 
with a correlation coefficient of 0.9229 

The configuration of the scatter diagram of the values of P 
(Fig. 4) encouraged us to look for an exponential expression, 
and using the above method we obtained a fine expressing 
log P as a function of the decomposition index: 

log P = 0.4132 i + 0.3719 
with a correlation coefficient of 0.9469 

On Fig. 5, this line cuts the scatter diagram of log P values. 
The comparison of the correlation coefficients led us to 
choose log P rather than P for the rest of this study. 

influence of species 
Figure 6 presents a plot of the log P values as a function 

of the decomposition index for the three species stored at 6-

-0 

1.5 

DECOMPOSITION INDEX 

Figure 5. Correlation between the decomposition index and loR 
P for cod (fl). mackerel (À), and whiting (0) stored at 6-8 ·c 
(line A). Determination of the 95% confidence interval limits 
(/ines 8). 

JOURNAL OF FOOD PROTECTION. VOL. 52, JUNE 1989 



annexe 9 

422 PIERRE MALLE AND MARTINE POUMEYROL 

-0 

1.5 

DECOMPOSITION INDEX 

Figure 6. Correlation between the decomposition index and log P 
for cod(-), whiting (• .. ... ), and mackerel ( ---) stored at 6-8 'C. 

8°C. The following equations were obtained for the straight 
lin es: 

Cod log P = 0.3942 i + 0.4309 
Whiting log P = 0.4002 i + 0.4032 
Mackerel log P - 0.4433 i + 0.2746 

These three !ines are more or Jess superposable showing that 
log P does not vary widely in the three marine teleostean 
species studied here. 

Effect of storage temperature 
The decomposition index, TVBN and TMA were deter

mined for 67 samples of herring and mackerel stored on ice 
(OOC) by the same method as above and log P was plotted 
versus the decomposition index. The following equations 
were obtained for the straight !ines: 

Herring log P = 0.3764 i + 0.2975 
Mackerel log P = 0.3526 i + 0.3673 

These !ines are shown on Fig. 7. In this case as weil, log P is 
independent of the species studied. On the other hand, the 
comparison of the slope of the straight !ines obtained for 
samples stored at aoc with that of the !ines obtained for 
samples stored at 6-8°C (Fig. 8) clearly shows that the 
storage temperature has an effect on the proposed criterion. 

-. 
1.5 

4 
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Figure 7. Correlation between the decomposition index and log P 
for samples of herring (---)and macke re/(-) stored at 0 ·c. 
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Figure 8. Correlation between the decomposition index and log P 
for mackerel samples stored at 0 'C (-)and 6.8 'C (•••••••• ). 

The correlation between the volatile amines (TVBN or 
TMA) and the decomposition index varies according to 
different factors, sorne of which are related to the fish itself 
(species, nutrition, sexual cycle) (13,20,28) and sorne to the 
microbial flora liable to spoil it (18). Although the correla
tion between the TMA(fVBN% ratio and the decomposi
tion index is less dependant on the factors affecting TMA and 
TVBN production, it is still partially affected by these 
factors. 'Species' has a slight effect and 'storage tempera
ture' a considerable effect. 

Data analysis 
In order to determine the maximum acceptable value of 

log P, we used the results obtained for samples stored at 6-
80C. Although it is recommended to keep fish on mel ting ice, 
at aoc. fish are almost certainly exposed to higher tempera
tures during transformation and marketing. We, therefore, 
chose the higher limit of 8°C, above which fish should ne ver 
be stored. 

Given a normal distribution, a confidence interval of 
95% corresponds to a deviation of 1.96 r. in relation to the 
line intersecting the log P scatter diagram (Fig. 5). The 
residual variance is the mean ofthe squares of the deviations 
between the scatter points and this line. The residual stan
dard deviation r. expressing the mean dispersion around the 
line is obtained by calculating the square root ofthis residual 
variance: 

r. dj02 ( 1 - r) where cr2 = variance 
r = correlation coefficient. 

The limits of the interval defined above are shown in Fig. 5. 
The upper limit is defmed by the line: 

log P + 1.96 r. = 0.4132 i + 0.5571 

For a given decomposition index, there is a probability of 
2.5% of obtaining P values above this line. This study may 
provide a useful basis for the elaboration of standards. 
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The changes in the TMA component of the TVBN 
expressed as P or, better still, as log P, provides a useful 
means of evaluating fish quality from the TVBN, as this 
criterion, TMA{fVBN (%), is Jess affected by the various 
factors acting on both the TMA and TVBN contents. These 
factors include the fish species, the quantity of fat, and the 
various treatments such as dehydration and freezing. The 
value of P is also independent of the methods used to assay 
the amines provided that the same method is used for both 
TMA and TVBN. 

Our study was carried out on three species of sea-fish 
where the values of P obtained were little dependent on the 
species. Similar results should be obtained in other marine 
Teleostei, though the values of P will almost certainly be 
very different in freshwater fish, where the muscle TMAO 
content is very Iow, and in the Selachii which have a higher 
TMAO content and where the TVBN includes large quanti
ties of ammonia produced by the decomposition of urea. 

This investigation provides a preliminary experimental 
study. To use this criterion in practice for the control of fish 
quality, a straight line must be defined between the line 
intersecting the log P scatter diagram and the upper limit line 
which constitutes the extreme limit which should not be 
exceeded and which was determined at a temperature too 
high for fish storage. 

P is simple and inexpensive to determine and may 
constitute a useful complement to the TVBN. 
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RAPID DETERMINATION 
OF FISH FRESHNESS 
BV EVALUATION OF ATP DEGRADATION 
REFLECTED IN K VALUE(*) 

DÉTERMINATION RAPIDE 
DE LA FRAÎCHEUR DU POISSON 
PAR ÉVALUATION DE LA DÉGRADATION DE L1ATP 
EXPRIMÉE PAR LE RAPPORT K 

P. MALLE (1 ), Isabelle LE PEZENNEC (2) 

SUMMARY 

1t has been suggested that fish freshness can be evaluated by measurement of 
ATP degradation products in fish muscle, expressed as the K value (K = inosine + 
hypoxanthine /IMP + inosine + hypoxanthine). 

We have studied the value of this criterion using a simple colorimetrie test (strip) 
and rapid determination of K by a method recently developed in Japan. 

Tests on gutted salmon, and on intact mackerel and whiting stored on ice, show 
that the K value is closely related to the freshness index (respective correlation 
coefficients 0.93, 0.98, 0.98). Unlike the other criteria examined, K changed in the 
three species from the first days of storage. The K value therefore allows reliable 
evaluation of freshness throughout the period in which the fish is edible. 

ln the case of whiting, the K value and the total volatile basic nitrogen (TVBN) were 
two highly significant criteria of freshness (respective correlation coefficients: 
0.98 and 0.98). ln mackerel, and above ali salmon, K was a more reliable criterion 
than TVBN (respective correlation coefficients: 0.98 and 0.93 for mackerel, and 
0.93 and 0.87 for salmon). 

Key-words: K value, rapid test, freshness, fish, total volatile basic nitrogen. 
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(*) Translated from the French by Dr D. MARSH, 87 rue du Dessous des Berges, 75013 Paris. 
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Sei. Aliments 12{2), 1992 P. Malle and Isabelle Le Pezennec 

La détermination objective de la fraîcheur du poisson repose essentiellement sur 
des tests microbiologiques (flore aérobie mésophile) ou chimiques (azote basique . 
volatil total, triméthylamine, ... ) qui, dans certains cas, ne sont pas suffisamment 
fiables. 

La mesure des produits de dégradation de I'ATP dans le muscle de poisson, 
exprimée par la valeur K (K = inosine + hypoxanthine /IMP + inosine + hypoxan
thine), constitue une approche différente et a été proposée pour déterminer la fraî
cheur. 

L'intérêt de ce critère est étudié à l'aide d'un test colorimétrique simple (bande
lette) et rapide (temps de révélation 10/15 min) de détermination de K, mis au point 
récemment au Japon. L'évolution de K en fonction de l'indice de fraîcheur (fig. 3) 
est comparée à celle d'autres paramètres : ABVT, TMA et flore aérobie mésophile 
(fig. 4, 5 et 6). Des essais sont effectués sur du saumon éviscéré, du maquereau 
et du merlan non éviscérés, conservés en glace. 

Les résultats montrent que la valeur K est en étroite relation avec l'indice de fraî
cheur de ces trois produits (coefficients de corrélation respectifs : 0,9310,98/0,98). 
Contrairement aux autres critères pris en compte, K évolue, pour les trois espèces 
considérées, dès les premiers jours de conservation (fig. 1 et 2). La valeur K 
permet donc une évaluation fiable de l'état de fraîcheur pendant toute la durée où 
le poisson reste consommable. 

Dans le cas du merlan (poisson maigre), la valeur K et l'azote basique volatil total 
sont deux critères tout à fait significatifs du niveau de fraîcheur (coefficients de 
corrélation respectifs : 0,98 et 0,98). Par contre, pour le maquereau et surtout pour 
le saumon (poissons gras), K constitue un critère plus fiable que I'ABVT (respecti
vement 0,98 et 0,93 pour le maquereau, 0,93 et 0,87 pour le saumon). 

Le test rapide ne nécessite aucun matériel de laboratoire particulier et les résul
tats obtènus semblent reproductibles pour un même opérateur. 

Mots clés : valeur K, test rapide, fraîcheur, poisson, azote basique volatil total. 

1 - INTRODUCTION 

Objective determination of fish freshness essentially depends on microbio
logical or chemical tests, which evaluate the microflora of muscle tissue or 
assess muscle degradation. With whole, refrigerated fish, a detailed organo
leptic inspection (SOUDAN et al .• 1957) may suffice for freshness determination. 
With filleted or frozen fish, however, additional laboratory tests are indispens
able. For ali fish, whether refrigerated or frozen, who le or filleted, there has been 
an increasing need for objective assessment criteria, for industrial quality control 
of raw materials, and for commercial definition of specifications. 

Apart from those designed to assess eating quality, the microbiological tests 
used for fish evaluate mesophilic aerobic microflora. ln practice, this evaluation 



annexe JO 

Determination of K value as criterion of fish freshness 259 

has been found wanting in terms of spoilage, notably because the dominant 
flora in fish is psychrotophic. Reference microbiological analyses also have the 
major drawback of requiring long incubation periods. 

Assessment of freshness by chemical analysis remains awkward, despite 
much research (CONNELL, 1986). Numerous authors have acknowledged the 
value of determination of total volatile basic nitrogen (TVBN) and of trimethyla
mine {TMA) {BOURY, 1936; FARBER and CEDERQUIST, 1953; SHEWAN and 
EHRENBERG, 1957; HILLIG et al., 1960; PANTALEON and ROSSET, 1962). 

We have studied the correlation between the spoilage index for fish and 
TVBN (MAL.:LE et al., 1983) and have proposed normalisation of the determina
tion and use of TVBN (MALLE et al., 1989). Sanitarians value the assay of vola
tile amines, and this criterion is frequently used, despite its inadequacies. 
Chemical determinations of hydrogen sulphide, propionic or butyric acid, indole, 
hypoxanthine, and histamine (NERISSON, 1976) are subject to even greater criti
cism and are only of value in special cases. With the development of a rapid 
and efficient method of extraction, HPLC assay of biogenic amines will provide 
very reliable information on the degree of spoilage. 

Measurement of ATP degradation products constitutes a different approach. 
lt takes into account the effect of autolysis and is therefore of value from the first 
stages of storage onwards, i.e. even before development of microbial popula 
tions. ATP degradation produces a successive sequence of compounds: 

Adenosine ~ Adenosine ~ Adenosine ~ lnosine ~ lnosine ~ Hypo-
triphosphate diphosphate monophosphate phosphate xanthine 
(ATP) (ADP) (AMP) (IMP) (HxR) (Hx) 

The work of SAlTO et al. {1959) showed that it is preferable to use the sum of 
the inosine (HxR) and hypoxanthine (Hx) contents rather than Hx alone. These 
authors suggest determining the ratio of the HxR+Hx over the sum of the ATP 
degradation products. The K value can be defined in the following simplified 
form: 

K (%) = inosine + hypoxanthine x 100 
IMP + inosine + hvpoxanthine 

Until now, this ratio has been evaluated by chromatography (UCHIYAMA and 
KAKUDA, 1984), but as this determination is both costly and time-consuming it 
has beeri little used. A colorimetrie method using a test strip and based on anzy
matie reactions has been developed for assay of ATP metabolites. Japanese 
investigators have demonstrated the existence of a highly significant correlation 
between the determinations by enzymatic methods and those made by HPLC 
{UDA et al., 1983; NEGISHI and ISAO, 1989). This rapid test has allowed us to 
evaluate the reliability of the K value as a criterion of fish freshness. 
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2- MATERIALS AND METHODS 

Fish 

Three common fish species of three different familias were studied: salmon 
(Sa/mo sa/ar), mackerel (Scomber scombrus), and whiting (Mer/angus 
mer/angus). 

Determination of the freshness Index (organoleptic Inspection) 

The degree of freshness was assessed on the basis of EEC regulation 
n°1 03/76, using the organoleptic rating of appendix A of EEC regulation 
n°2455no. 

Mesophllic aerobic mlcroblal count 

Aerobic microflore were counted in PCA agar incubated at 30°C according to 
the methodology of appendix Il of the order of 21 December 1979. 

TVBN assay by steam distillation 

This method was proposed by the Codex Alimentarius Committee and was 
tested by BILLON et al. (1979). 

TMAassay 

The steam distillation method used for TVBN determination was modified 
for TMA assay. Before distillation, 20 ml of formaldehyde (at least 37%) was 
added to the filtrate to block the primary and secondary amines (MALLE and TAO, 
1987). 

Determination of K value 

The K value was determined by a colorimetrie method (Fresh-Tester Transia) 
using a test strip containing two bands corresponding respectively to the evalua 
tion of inosine + hypoxanthine (A) and IMP (B): 

A dorsal muscle sample (between 0.2 and 0.5 g) was homogenised in a 
mortar with 5 ml of butter solution (Fil reagent supplied with the assay kit). 

The strip was immersed in the suspension and was then shaken so that a 
uniform film of liquid covered bands A and B. The strip was then placed in dark
ness at room temperature for 10 to 15 minutes. The colours of bands A and B 
were then compared with those of the standard to determine the corresponding 
K value. 
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-Salmon (gutted) 
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A homogeneous batch of decapitated, gutted salmon stored in melting ice 
was analysed on D2 (day of receipt at the laboratory), and thenon 05, 08, 011, 
015 and 018 (DO: day of capture). 

At each stage, three salmon were analysed and the following parameters 
were determined for each: Fresh Tester score (n=5), mesophilic aerobic micro
bial count (30°C} (n=3), TVBN (n=2), and sensory analysis (n=1 ). 

- Mackerel and whiting (non-gutted) 

Homogeneous batches of whole, non-gutted mackerel and whiting stored in 
melting ica were analysed on D2 {day of receipt at the laboratory), and then on 
04, 07, 09, 011, 013 and 015 (DO: day of capture). 

At each stage, three fishes were analysed and the following parameters were 
determined for each: Fresh Tester score (n=3), mesophilic aerobic microbial 
cou nt {30°C) (n=2), TVBN (n=1 ), trimethylamine (n=1) and sensory testing 
(n=1 ). 

3- RESULTS 

3.1 Change in K value during storage ln lee 

Case of gutted fish: salmon 

The results presented in figure 1 express the K value of muscle tissue of 
gutted salmon as a function of the number of days of storage in ice. The coeffi
cients of variation (%) of K calculated from five determinations on a given fish 
ranged between 0 and 11 .1 , with a mean of 5. 1. 

Case of non-gutted fish: mackerel and whiting 

Figure 2 illustrates how K changed with time for mackerel and whiting stored 
in ice. 

3.2 Ti me course of K as a function of the freshness Index and compari
son with trends ln other parameters 

Time course of K as a tunction of freshness index tor the three species 

Figure 3 illustrates the correlation between the K value and the EEC fresh
ness index for salmon, mackerel and whiting. lt can be sean that for a given 
freshness index, the K values are not identical for the three species. The curves 
are not superimposable and the K values are therefore specifie. Nonetheless, 
the trends in K value are similar in the three species. 
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Change in K value in fish muscle during storage in ice 
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Figure 4 illustrates for the three species the considerably differing curves of 
TVBN content. as a fu net ion of freshness index. Note th at the choice of fish 
species was dictated by considerations relating to TVBN: whiting represents 
species in which TVBN content closely reflects the degree of spoilage, mackerel 
illustrates the case of fatty fish in which changes in TVBN are often less signifi
cant in terms of quality assessment, and salmon is one of the exceptional 
species in which TVBN is ali unreliable criterion. Given this background, the 
observed divergences are not suprising and do not cali into question the validity 
of this criterion in many species. 

Comparison with changes ln TMA 

TMA contents were determined for two species: mackerel and whiting. The 
specifie nature of this chemical criterion is confirmed by the results illustrated in 
figure 5. TMA content was a function of freshness index, but the trends were 
different for the two species. 

Comparlson wlth changes ln mesophllic aerobic flora (MAF) 

The mesophilic aerobic flora count is shown in figure 6 as a function of fresh
ness index and in figure 7 as a function of the duration of storage in ice. The 
affect of gutting is apparent from the changes noted for the gutted salmon, and 
those observed with non-gutted mackerel and whiting. 
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Changes in mesophilic aerobic flora count in fish muscle du ring storage in ice 
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3.3 Study of correlations 

The coefficients of correlation between each of the criteria studied and the 
du ration of storage are given in table 1, and th ose between the same criteria 
and the freshness index in table 2. For a given species, the degree of freedom 
(df) is the same, thus allowing direct comparison of values. 

ln the cases of salmon and mackerel, the correlation with the duration of 
storage was more significant for K (0.92 and 0.91) than for TVBN (0.82 and 
0.80). The correlation with the freshness index was also more significant for K 
(0.93 and 0.98) than for TVBN (0.87 and 0.93). ln the case of whiting, the signifi
cance of the correlations was essentially the same for the K value, TVBN and 
TMA. The coefficients of correlation with the total mesophilic flora count were 
always lower than those for the other criteria. 

Analysis of the same results by distinguishing between two phases in the 
duration of storage shows that for salmon, the correlation between K and the 
freshness index was very significant in the first phase (freshness index greater 
than or equal to two): r = 0.979, a value greater than the level of significance 
{0.950, p < 0.05, df = 2). ln contrast, the correlation between TVBN and fresh
ness index was not at ali significant in this phase. Comparable observations 
were made with mackerel and whiting. 

Table 1 
Correlation coefficients between each criterion (K, TVBN, TMA, MAF) 

and number of da ys in ice 

~ K TVBN TMA MAF 
s 

Salmon (dt= 6) 0.92 0.82 0.70 
(gutted) 

Whiting (df=4) 0.97 0.96 0.96 0.66 
(non-gutted) 

Macke rel (dl= 5) 0.91 0.80 0.88 0.78 
(non-gutted) 

Table2 
Correlation coefficients between each criterion (K, TVBN, TMA, MAF) 

and freshness index 

~n K TVBN TMA MAF 
s 

Salmon (df=6) 0.93 0.87 0.79 
(gutted) 

Whiting (dt= 4) 0.98 0.98 0.96 0.78 
( non-gutted) 

Macke rel (dt= 5) 0.98 0.93 0.94 0.90 

1 
(non-gutted) 
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4 - DISCUSSION AND CONCLUSIONS 

The significance of the K value has been studied as a function of beth the 
duration of storage and the freshness index. The reliability of K has been 
assessed by comparison of changes in K with trends in classical, chemical and 
microbiological criteria, even if these criteria are sometimes justly criticised. 

Comparison with TVBN and TMA revealed differences in the respective 
trends in these chemical criteria. TVBN altered little during the first stages of 
storage, but subsequent changes were increasingly significant as spoilage 
progressed. Changes in TMA occur earlier, but are essentially related to 
development of bacterial flora (BABITI, 1972). 

The essential usefulness of the K value, in contrast, is that it changes from 
the start of storage. K reflects autolytic phenomena, which explains its reliability 
as an index of fish freshness prier to any bacterial growth in the muscle tissue. 
We observed a significant progression in the K value throughout the period in 
which the fish remained edible. 

lt is essential to realise during the interpretation of results that the observed 
trends in the different criteria vary between species. For example, apart from the 
basic distinction between selachians and teleosts, TVBN depends on the 
species, but remains quite similar in the teleosts (MENDES and LAJOLO, 1975). 
The trend in TVBN may, however, differ in fatty fish in general, and in this case 
is a debatable criterion, particularly in salmon. 1t has long been known that TMA 
content is species-dependent. The concentration of TMA oxide in muscle tissue 
is, for instance, specifie (YAMADA, 1967), and the reduction of TMA oxide tc TMA 
depends on many factors, notably pH and temperature. Because of this, the use 
of TMA alone as an assessment criterion is highly inadvisable. 

Our study of K in three species confirme the specifie character of this 
criterion as reported by numerous authors. ln addition, we have shawn within 
the limited framework of our study that for a given degree of spoilage K values 
are similar and changes in K occur in parallel. 

Counts of mesophilic aerobic flora provide information on the microbiological 
quality of the fish. However, this criterion is open to criticism, notably because 
the dominant flora in fish from cold and temperate oceans is psychrotrophic 
(SHEWAN, 1977), and because there is no proof that mesophilic aerobic flora is 
determinant in the process of spoilage (VAN DEN BROEK et al., 1984). To date, 
mesophilic aerobic flora has constituted a recognised criterion in the regulations. 
and we have used it to define two different models of microbiological develop
ment (gutted and non-gutted fish). lt is, however, of limited value in determina
tion of the reliability of the K value as a spoilage criterion. 

Compared with the ether criteria studied here, the K value was found to be a 
more reliable indicator of the degree of fish freshness at the start of storage and 
a good index of quality at different degrees of spoilage. Beth K and TVBN allow 
good assessment of the freshness of whiting. ln those species where TVBN is a 
less reliable (mackerel) or more variable (salmon) criterion, the K value provides 
complementary information (fatty fish) and can replace TVBN in the case of 
salmon. 
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This study was undertaken to verity the validity of a test which is both simple 
and rapid (15 minutes), speed being an undeniable advantage for on-site meas
urements. ln tact, .the test does not depend on classical laboratory techniques 
but on the use of a colorimetrie method not requiring any particular equipment. 
Implementation of the test does, however, require control of temperature for the 
enzymatic reactions involved and of lighting for reading of the results. As inter
pretation of the results involves comparison with a standard, it can be conside
red repeatable when performed by the same investigator. 

1t was found to be necessary to allow development of the reactive strip for 
between 10 and 15 minutes in darkness, since a longer period may result in a 
colour change. The correspondance between certain observed shades of colour 
and the reference shades was not always satisfactory but the results were 
nonetheless unaffected. 

The K value provides an accurate reflection of autolytic phenomena. When 
fish are not gutted, bacteria invade the muscle tissue earlier and the results 
obtained show that K changes more rapidly than in gutted fish. K therefore 
seems to encompass both autolysis and bacterial degradation, and can thus be 
considered a reliable index of fish freshness at different stages of storage. 
When TVBN gives a reliable assessment, the K value provides additional confir
mation; when TVBN is unreliable it can be replaced by K. Current work on 
biogenic amines will in the medium-tarrn allow completion of data on volatile 
amines (GOUYGOU et al., 1989). Compared with these criteria, K is of particular 
value due to the fact that it takes into account enzyme mediated muscle degra
dation. 
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