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Résume

L’effet antimicrobien du surnageant de culture neutralisé (SCN) bactéricide issu de Lac-
tococcus lactis CWBI-B1410 d’origine locale, utilisé seul ou en combinaison avec du
chlorure de sodium (NaCl) comme conservateurs, a été évalué sur poissons maigre
(Pomadasys jubelini), moyennement gras (Polydactylus quadrifilis) et gras (Arius heu-
delot)) au Sénégal. Les poissons ont €t€ achetés dans un marché local, éviscérés, lavés
avec de l'eau de robinet potable, puis filetés. Cent millilitres de SCN de CWBI-B1410
non salé et salé ont été additionnés dans 100 grammes de filets (concentration finale de
NaCl entre 0 et 7 %) dans des bocaux en verre conservés a 10 °C. L'évolution de la flore
mésophile totale (FMT) des filets a été comparée a celles de filets traités avec du SCN
non salé et salé (concentration finale de NaCl entre 0 et 7 %), issu de L. lactis LMG6890
ne produisant pas de bactériocine. Un niveau de FMT de 10° micro-organismes par
gramme (ufc/g) a été considéré comme la fin de la durée de conservation. Le niveau de
la flore mésophile totale des filets crus atteignait 5,74 log ufc/g. L'ajout de SCN de
CWBI-B1410 dans les filets de poisson maigre réduit la flore mésophile totale de 1 log
ufc/g et stabilise la flore pendant 4 jours — correspondant a la durée de conservation de
ces filets a 10 °C, contre 0,5 jour pour le controle négatif. L’addition de SCN de CWBI-
B1410 salé sur les poissons (NaCl, 7 %) réduit davantage la FMT et retarde sa croissance
a 10°C, entrainant comme résultat 'augmentation de la durée de conservation de res-
pectivement 12, 7,5 et 8 jours pour le poisson maigre, moyennement gras et gras.
Ces résultats suggerent que cette stratégie peut constituer un moyen convenable d’amé-
liorer la conservation des produits halieutiques tropicaux.

Mots clés : antimicrobien ; bactéricide ; conservation (stockage) ; filet de poisson ; sel ;
Sénégal.

Themes : technologie agro-alimentaire ; technologie, récolte, transport.

Abstract

Use of Lactococcus lactis CWBI-B1410 screened from local food products for
conserving fish in Senegal

The antimicrobial effect of the bactericidal neutralized culture supernatant (NCS) from
Lactococcus lactis CWBI-B1410 screened from local food products and used as a preser-
vative alone or in combination with sodium chloride was evaluated on lean (Pomadasys
jubelini), moderately fat (Polydactylus quadrifilis), and fat (Arius heudeloti) fish in Sene-
gal. Fish samples were purchased from a local market, eviscerated, cleaned using drin-
kable water and filleted. One hundred milliliters each of non-salted and salted CWBI-
B1410 neutralized culture supernatant were added to 100 g of fish fillets (NaCl final
concentration from 0 to 7%) in separate glass jars which were stored at 10°C. The evolu-
tion of the microbial flora [total aerobic mesophilic flora (TMF)] of these fillets was com-
pared to those of fillets treated in using the non-salted and salted (NaCl final concentra-
tion from 0 to 7%) NCS from the non-producing bacteriocin L. lactis LMG6890 strain. A
10° cfu/g TMF level was considered as the end of shelf-life. The microbial flora of raw
fish fillets reached a level of 5.74 log cfu/g. The addition of CWBI-B1410 NCS to the
lean fish fillets lowered the TMF counts of 1 log cfu/g and stabilized the flora for four
days, corresponding to the shelf-life of the fillets, against 0.5 days for those treated with
LMG6890 NCS. The addition of salted CWBI-B1410 NCS to fish (at NaCl final concentra-
tion of 7%) enhanced the decrease in TMF of fish and delayed the increase of bacteria
counts at 10°C, resulting in an extension of shelf-life of 12, 7.5 and 8 days for lean,




e poisson constitue une source de

protéines sensiblement identique a

celle de la viande (Guiraud, 1998 ;
Stansby, 1962) et la principale source de
protéines d’origine animale des popula-
tions dans de nombreux pays en dévelop-
pement. Il est toutefois une denrée émi-
nemment périssable. Sa dégradation est
en effet la résultante de lactivité in situ
des enzymes et des micro-organismes,
notamment des bactéries (Baird-Parker,
2000 ; Gram et Dalgaard, 2002). Or, cer-
tains de ces micro-organismes tels que les
entérobactéries qui produisent notam-
ment des amines biogéniques, sont la
cause de maladies chez 'homme (Olsen
et al., 2000).

Les méthodes modernes de conservation
du poisson basées sur I'utilisation du froid
(réfrigération et congélation) fournissent
des produits d’excellente qualité (Boyd
et al., 1992). Malheureusement, il s’agit de
méthodes industrielles, supposant I'exis-
tence d’une infrastructure lourde, cotiteuse
et dévoreuse d’énergie. Elles sont tres peu
répandues dans les pays du Sud ou la
conservation par salage demeure prédomi-
nante (Gérard, 1989, Fellows, 1997). Cer-
tains travaux ont montré que 'utilisation du
sel en combinaison avec des agents antimi-
crobiens d’origine bactérienne tels que les
bactériocines, améliore la stabilité et la qua-
lité microbiologique des produits de péche
conservés a 4-8 °C (Degnan et al., 1994 ;
Wessels et Huss, 1996 ; Ghalfi et al.,
2006 ; Einarsson ef al., 1995).

Les bactériocines sont des substances
peptidiques (ou protéines) produites par
certaines bactéries et qui ont un effet inhi-
biteur sur d’autres bactéries (De Vuyst et
Vandamme, 1994). Au cours d’'une sélec-
tion, a partir de produits alimentaires
transformés artisanalement, de bactéries
lactiques d’origine sénégalaise produc-
trices de bactériocine, la souche Lacto-
coccus lactis CWBI-B1410, qui porte le
gene codant pour la nisine A, a été sélec-
tionnée, du fait de son activité bactéricide
importante dans le surnageant de culture

moderately fat, and fat fish, respectively. These data suggest that this strategy can be a
suitable means for improving bacterial quality and preservation of tropical fish commo-

dities.

Key words: antimicrobials; bactericides; conservation (storage); fish fillets; salt;

Senegal.

Subjects: agrifood technologies; technology, crop, transport.

neutralisé (SCN) (Diop et al., 2006 ; Diop
et al., 2007).

L'objectif de cette étude est d’évaluer I'ef-
fet antimicrobien du SCN issu de L. lactis
CWBI-B1410, utilisé seul et en combinai-
son avec du chlorure de sodium comme
conservateur sur différents poissons, mai-
gre (sompat [Podamasys jubelinil),
moyennement gras (capitaine [Polydacty-
lus quadprifilis]) et gras (machoiron [Arius
heudeloti]) — ces trois especes de poisson
étant prédominantes dans les débarque-
ments de la péche artisanale au Sénégal
(DOPM, 2004).

La contamination microbienne des pro-
duits halieutiques destinés a l'alimenta-
tion humaine est exprimée en nombre de
micro-organismes par gramme (ufc/g) en
ce qui concerne la flore mésophile totale
(FMT). Pour les produits frais ou conge-
1és, ronds ou en filets, la limite de conta-
mination microbienne  généralement
acceptable est définie 2 < 10° ou 5x10°/g
(Guiraud, 1998). Par conséquent, un
niveau de flore totale de 10° ufc/g a été
considéré comme la fin de la durée de
conservation des filets de poissons au
cours des essais de préservation a 10 °C.

Materiel et methode

Souches lactiques, milieux
et conditions de cultures

L. lactis CWBI-B1410, qui présente une
activité antibactérienne de type bactéri-
cide et le géne codant pour la nisine A, a
été sélectionnée a partir de bactéries lac-
tiques isolées a partir de produits alimen-
taires artisanaux d’origine sénégalaise
(Diop et al., 2006 ; Diop et al., 2007).
L. lactis subsp. lactis LMG6890, qui n’a
pas de capacité a produire une bactério-
cine, a été obtenue a partir de la collection
du Laboratoire de microbiologie de I'uni-
versité de Gand (LMG) (Belgique). Cette

souche est utilisée comme controle néga-
tif au cours des essais de conservation des
filets de poisson. Pediococcus pentosa-
seus, issu de la collection du Centre wal-
lon de biologie industrielle (CWBID) de
l'université de Gembloux (FUSAGx), est
utilisé comme souche indicatrice pour
évaluer lactivité antibactérienne in vitro
et in situ (sur filet de poisson) des SCN
des souches testées, éventuellement addi-
tionnés de chlorure de sodium.

Les deux souches CWBI-B1410 et
LMG6890, conservées a -80 °C sur billes,
ont été repiquées sur gélose de Man,
Rogosa, Sharpe (MRS). Deux colonies de
chacune des souches ont été inoculées
dans 10 mL de bouillon MRS et incubés
pendant 12 heures a 30 °C. Cinq millilitres
de ces précultures ont été inoculés dans
500 mL de bouillon MRS, incubés pendant
12 heures a 30 °C. Les cultures ont été cen-
trifugées (Sigma 2-4, Germany) a 2 282x g
pendant 20 minutes. Le potentiel hydro-
gene (pH) des surnageants de culture des
deux souches a été déterminé par mesure
(Eutech instrument, 219 208, Singapour),
puis neutralis€ 2 pH 6 par ajout (1 %,
v/v) d’'une solution de NaOH 5N.

Activité antimicrobienne
des SCN
des deux souches lactiques

L'activité antibactérienne sur les SCN issus
de CWBI-B1410 et LMGG6890 a été déter-
minée par adaptation de la technique de
dilution critique décrite par Barefoot et
Klahenammer (1983), en utilisant la sou-
che P. pentosaseus comme souche indica-
trice. Cent dix microlitres d’'une culture
fraiche (16 heures a 37 °C sur 10 mL de
bouillon MRS) de P. pentosaseus ont été
déposés au fond d'une boite de Petri sté-
rile, puis suspendus dans 20 mL de gélose
MRS en surfusion a 50 °C. Les boites ont
été incubées pendant 40 minutes. a 4 °C,
pour que I'agar se solidifie rapidement, et
des puits de 0,65 mm de diametre ont été
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creusés dans la gélose a laide d’une
pipette Pasteur stérile sous hotte stérile.
Deux cents microlitres de SCN pasteurisé
(10 minutes, 80 °C) ont été dilués succes-
sivement de 1/2 dans du tampon phos-
phate 50 mM (millimolaires) pH 6. Cin-
quante microlitres de chaque dilution
ont été déposés dans les puits. Les boites
ont été séchées pendant 40 minutes sous
hotte (2 demi ouverte), pour laisser les
composés contenus dans les solutions dif-
fuser de maniere radiale dans la gélose,
puis incubées a 37 °C pendant une nuit,
pour détecter la présence d’'une d’inhibi-
tion de croissance. Celle-ci se manifeste
par la présence d’'une zone claire tout
autour du puits. L'activité antibactérienne
du SCN exprimée en Unités arbitraires
(AU/mD) correspond a l'inverse de la der-
niere dilution montrant une zone d’inhi-
bition.

Lactivité inhibitrice a été également
mesurée sur les jus de poissons au cours
du temps, par la méthode décrite ci-
dessus. Cette activité résiduelle a été
exprimée en %, en considérant celle sur
le SCN issu de la souche CWBI-B1410
comme étant de 100 %.

Origine des poissons,
conditions de filetage,

et teneur en lipides totaux
des filets

Les poissons ont été achetés au marché
artisanal de Soumbédioune (Dakar Fann,
Sénégal) durant toute la durée de I'étude,
du 10 juillet 2006 au 4 octobre 2006.
Les poissons ont une longueur et un
poids variant respectivement de 40 a 50
centimetres et de 700 a 900 grammes.
Ils ont €té éviscérés et écaillés sur place
par les «femmes mnetioyeuses» (Diei-
Ouadi, 2005), puis transportés rapide-
ment au Laboratoire L-MAGI ESP a
Dakar (au bout de 15 minutes) dans des
sacs plastiques fermés hermétiquement.
IIs ont été lavés avec de I'eau du robinet,
potable, puis filetés stérilement. Deux
filets de 200 grammes — munis de peau —
ont été retirés de chaque poisson, et cha-
cun subdivisé en deux parties égales pour
les essais de préservation.

La teneur en lipides totaux des filets des
différents poissons a été estimée par la
technique de Folch (1957). Les constituants
lipidiques des aliments et les poissons gras
sont en effet connus respectivement pour
leurs propriétés a interagir avec les molé-
cules de bactériocines (Aasen et al., 2003)
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et absorber plus lentement le sel (OSU
Extension Service, 1993).

Solutions de préservation
et conditionnement
des filets de poissons

Les SCN de LMG6890 et de CWBI-B1410
ont été additionnés de NaCl (0, 8, 12 et
14 %). Le pH des solutions salées et non
salées a ét€ ajusté a 6. Les solutions ont été
pasteurisées (80 °C pendant 10 minutes)
puis refroidies a 10 °C pendant 2 heures
avant d'étre utilisées pour imprégner les
filets. Cent millilitres des différentes solu-
tions ont été ajoutés dans 100 grammes de
filets de poissons dans un bocal en verre
stérile conservé a 10 °C. La concentration
finale en NaCl dans les jus de poissons
ainsi salés varie entre 0 et 7 %.

Dénombrement

de la microflore

des filets de poissons

La flore aérobie mésophile totale (FMT) a
été dénombrée sur PCA (gélose pour

dénombrement des micro-organismes
acrobies totaux) additionné de NaCl

(0,5%). Le dénombrement a été réalisé
toutes les 48 heures. Deux grammes de
chair de poisson ont été suspendus dans
18 mL d’eau contenant de la peptone
(0,1 %) et du NaCl (0,5 %) stérile dans un
tube Falcon de 50 mL, et mélangé vigou-
reusement pendant 2 minutes a I'aide d’'un
vortex. La suspension a été ensuite diluée
de 1/10 successivement, et 100 uL de
chaque dilution ont été étalés en surface.
Les boites ont été incubées a 30 °C pendant
48 heures avant que les colonies ne soient
comptées. Un niveau de FMT de 10° ufc/g
a été considéré comme la fin de la durée
de conservation. Les résultats présentés
dans cette étude sont la moyenne de
deux essais séparés sur des échantillons
différents pour chaque poisson.

Reésultats et discussion

Le pH des surnageants de culture des
deux souches a été déterminé a 4,3 + 0,2
(pour CWBI-B1410) et 4,4 +0,3 (pour
LMG6890). Apres neutralisation du pH a
6, l'activité antibactérienne in vitro sur le
SCN de CWBI-B1410 a été déterminée a
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Figure 1.Activité antibactérienne du surnageant de culture neutralisé (SCN) de L. /actis subsp. lactis

CWBI-B1410 contre la souche de P. pentosaseus.

Figure 1. Antibacterial activity of neutralized culture supernatant (NCS) of L. /actis subsp. lactis CWBI-

B1410 against P. pentosaseus.

Le SCN a été dilué de 1/2 (2) a 1/64 (64). La derniere dilution montrant une zone d’inhibition étant la dilution 64.




1280 AU/mL, la derniere dilution mon-
trant une zone d’inhibition étant la dilu-
tion 64 (figure 1). En revanche, aucune
activité antibactérienne in vitro n'a été
détectée sur le SCN issu de la souche
LMG6890 (résultats non présentés).

Le niveau de la FMT des filets crus a été
déterminé a 5,74 + 0,07 log base 10 ufc/g
pour le sompat, 5,37 + 0,06 log ufc/g pour
le capitaine et 5,65 + 0,29 log ufc/g pour
le machoiron (figure 2), alors que la limite
d'acceptabilité est de 10° ufc/g. Ce niveau
de contamination microbienne est simi-
laire a ceux publiés par Gram (1992).

La teneur en lipides totaux a été estimée a
2,8 % pour le sompat (poisson maigre),
3,28 % pour le capitaine (poisson moyen-
nement gras) et 17,75 % pour le machoi-
ron (poisson gras).

L'addition de SCN bactéricide de CWBI-
B1410 dans les filets du poisson maigre
entraine une réduction de la FMT de

1log ufc/g alors qu'aucun effet antimicro-
bien n’a été observé contre la flore dans
les filets traités avec le SCN de LMGG6890.
Cependant, la FMT, dans les filets addi-
tionnés de SCN de CWBI-B1410, entame
une croissance (phénomene de rebond)
au quatrieme jour de conservation
(figure 2A).

L'utilisation de SCN de CWBI-B1410 salés
comme solution de préservation a 10 °C
entraine une réduction plus marquée (1,5
log ufc/g) etune meilleure stabilisation de
la FMT. Il en résulte des augmentations de
durée de conservation des filets de 3, 7, 9
et 12 jours pour des concentrations finales
en NaCl atteignant 0, 4, 6 et 7 % (figu-
res 24, 2B, 2C et 2D). De méme, des aug-
mentations de durée de conservation de
7,5 et 8 jours ont ¢té obtenues respective-
ment, pour les filets de capitaine et de
machoiron (Podamassys jubelini) traités
avec du SCN de CWBI-B1410 salé

(concentration finale en NaCl de 7 %),
(figure 3).

Des augmentations de 21 jours de la
durée de conservation des crevettes
salées additionnées de surnageant de
culture bactéricide issu de L. lactis SIK-
83 ont été publiées par Einarsson el al.
(1995). Les conditions de travail de ces
auteurs different des notres par une tem-
pérature de conservation plus faible
(4 °C) et un niveau de contamination
microbienne  initiale  plus  faible
(10*? ufc/g). De méme, Gram (1992) a
publié une baisse de Ia m1croﬂore de
p01ssons tropicaux de 10" ufc/g 2
10" ufc/g et sa stabilisation pendant
7 jours par conditionnement par le froid
(100 grammes de poisson dans 100 gram-
mes de glace). Toutefois cette stratégie
apparait plus contraignante et colteuse
en énergie que celle décrite dans cette
étude.
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Figure 2. Evolution de la microflore (=) et de Iactivité inhibitrice résiduelle sur les jus de poisson (4) au cours de la conservation a 10°C de filets de Podamas-
sys jubelini additionnés de SCN de CWBI-B1410 non salé et salé.

Figure 2. Evolution of the microbial flora (w) and residual inhibitory activity on fish juice (4) of Podamassys jubelini filets with added non-salted and salted

CWBI-B1410 NCS during storage at 10°C.

La concentration finale en NaCl dans les jus de poisson atteint 0 % (A), 4 % (B), 6 % (C) et 7 % (D).
Les carrés blancs (0) correspondent a I'évolution de la microflore de filets additionnés de SCN non bactéricide de LMG6890 non salé et salé et de concentration finale en

NaCl atteignant 0 % (A), 4 % (B), 6 % (C) et 7 % (D).

L'activité inhibitrice résiduelle sur les jus de poisson, estimée en %, a été déterminée comme décrit pour la figure 1 en utilisant P. pentosaseus comme bactérie indica-
trice et en considérant I'activité mesurée sur le SCN de CWBI-B1410 comme étant de 100 %.

Les fleches indiquent le début du phénomeéne du « rebond ».

Cah Agric, vol. 18, n° 4, juillet-aoGt 2009




>

8
A—\ @ ; 1100
7 ~ L
N A
2 ’ =
£ . leo £
S EE 3
o -
L T £ A 140 B
\\%/i/ :é
4 220 @
o
3 ; o 2
o 2 4 6 %8 12 14 16 s
2
8 E
A—\ 1100 3
I A8
7 : I 2
180 B
S
o K 160 ©
5 N L ®
@ e -}
25 = la0 %
g
41 120
3 A 0

4 6

o
\V)

g T

Temps de conservation (jours)

12 14 16 18

Figure 3.Evolution de la microflore (®) et de I'activité inhibitrice résiduelle sur les jus de poisson (4) au
cours de la conservation a 10°C de filets de Polydactylis quadrifilis (A) et Arius heudeloti (B) addition-
nés de SCN de CWBI-B1410 salé (concentration finale en NaCl atteignant 7 %)

Figure 3. Evolution of the microbial flora (m) and residual inhibitory activity on fish juice (4) of Polydac-
tylis quadrifilis (A) and Arius heudeloti (B) with added salted (NaCl at final concentration reaching 7%)

CWBI-B1410 NCS during storage at 10°C.

Les carrés blancs (0) correspondent a I’évolution de la microflore de filets additionnés de SCN non bactéricide
de LMG6890 salé (concentration finale en NaCl atteignant 7 %)

L'activité inhibitrice résiduelle sur les jus de poisson, estimée en %, a été déterminée comme décrit pour la
figure 1 en utilisant P. pentosaseus comme bactérie indicatrice et en considérant I'activité mesurée sur le SCN

de CWBI-B1410 comme étant de 100 %.

Les fleches indiquent le début du phénomeéne du « rebond ».

La reprise de la croissance bactérienne a
10 °C (phénomene de rebond) survient
lorsque 'activité antibactérienne résiduelle
sur les jus du poisson traité avec le SCN de
CWBI-B1410 éventuellement salé est de
25-30 % (figures 2 et 3). Les bactériocines
étant des substances peptidiques, leur
dégradation par les enzymes protéolyti-
ques endogenes des poissons explique la
baisse progressive de l'activité antibacté-
rienne résiduelle sur le jus des poissons
(Goff et al., 1996 ; Ghalfi et al., 20006).

En plus de son activité antibactérienne, le
sel inhibe aussi lactivité des enzymes
endogenes. Ceci se produit lorsque la
concentration en NaCl dans la chair du
poisson atteint et dépasse 5-6 % (Gérard,
1989), d’ou I'amélioration de la stabilité
de lactivité inhibitrice résiduelle sur le
jus de poissons salés a 7% (moindre
dégradation de la bactériocine), compa-
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rée a celle sur le jus de poisson moins
salé (figure 2A, B, C et D).

La différence d’efficacité du SCN de CWBI-
B1410 salé a 7 % sur les différents poissons
(maigre, moyennement gras et gras) peut
étre expliquée par une différence d’ad-
sorption ou d’interaction de la bactériocine
produite par la souche CWBI-B1410 avec
certains composés de la chair des poissons
notamment leurs constituants lipidiques
(Aasen et al., 2003, Ghalfi et al., 2000, et
Zapico et al., 1999).

Conclusion

Le niveau de la microflore des filets crus
de poissons conditionnés artisanalement
au Sénégal est a la limite de la salubrité

définie a 10° ufc/g. L'utilisation de SCN
bactéricide de CWBI-B1410 additionné
de sel comme conservateur sur les pois-
sons — a concentration finale en NaCl de
7 % —, réduit le niveau de la flore bacté-
rienne de 1,5 log ufc/g et retarde la reprise
de sa croissance. Le résultat est une aug-
mentation de la durée de conservation de
12, 7,5 et 8 jours a 10 °C, respectivement
pour les filets de poisson maigre, moyen-
nement gras et gras.

Ces résultats suggerent que cette techno-
logie simple peut constituer un moyen
convenable d’améliorer la conservation
et la qualité microbiologique des produits
halieutiques tropicaux.
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