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CHAPITRE 1. GENERALITES

1.1. Sauce de poisson
1.1.1. Généralités

La sauce de poisson est un produit fermenté traditionnel trés populaire dans de
nombreux pays asiatiques, en particulier en Asie du Sud-est. C’est une solution limpide, ayant
une odeur et un goQt prononcé, sa coloration varie du jaune paille a la couleur ambre en passant
par le brun rougeétre foncé. Cette sauce n’est pas seulement utilisée en tant que condiment,
mais aussi en tant qu’ingrédient pour la préparation de plats. Selon la FAO CX/FFP/08/29/9,
“La sauce de poisson est un produit liquide clair ayant un goQt salé et une saveur subtile de
poisson, obtenu a partir de la fermentation naturelle d’'un mélange de poisson et de sel”.

Suivant les pays, cette sauce de poisson porte différentes dénominations (Tableau 1.1).

Tableau 1.1 Dénomination de la sauce de poisson selon les pays
Pays Nom
Birmanie (Myanmar) Ngam-pya-ye
Japon Shotturu
Malaisie Budu
Philippines Patis
Thailande Nam-pla
Vietnam Nuoc-mam
Inde Lona ilish”
Indonésie Bakasang, trassi™
Corée Myeolchi-jeot™

Original : Commission du codex alimentarius CX/FFP 08/29/9
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* Majumdar et Basu, 2010 ; ** Frans et Yoshiyuki, 1996 ; *** Jae-Hyung et Han-Joon, 2009

Chaque pays a des méthodes de fabrication distinctes pour concevoir des produits aux

valeurs nutritives et sensorielles différentes.

Figure 1.1 Carte de I'Asie du Sud-est

Dans le Sud-est asiatique (Figure 1.1), une partie de petit poisson est essentiellement
transformée en sauce. Les méthodes de fabrication sont souvent standardisées a I’intérieur des
régions ou des villages, mais des variations existent en fonction des coutumes locales et des
espéces de poisson utilisées. Le produit fini se présente, soit sous la forme d’un liquide limpide,
tels que le Nuoc-mam (Vietnam), le Nam-Pla (Thailande), soit sous la forme d’une pate de
poisson, tels que le Trassi (Indonésie), le Padec (Laos), le Kapi (Thailande), le Mam-tom et le
Mam-tep (Vietnam).

D’apres le ministere des Péches du Vietnam (2001), I’1le de Phu Quoc, dans la province
de Kien Giang, compte environ 100 installations de production de sauce de poisson avec une
capacité d’environ 10 millions de litres par an, soit environ 5% de la production nationale qui
est évaluée a 200 millions de litres par an. Seule une petite quantité est exportée, car I’utilisation
de la sauce de poisson est faible dans le reste du monde. La majorité de cette production est

donc consommée par la population vietnamienne.

Selon les statistiques de la FAO de 2005, les poissons de faible valeur commerciale
représentent 933 183 tonnes pour le Vietnam (2001), 765 000 tonnes pour la Thailande (1999)
et 78 000 tonnes pour les Philippines (2003). D’apreés le rapport du ministere des Péches du

Vietnam, 25% de la production totale de poisson sont annuellement transformés en sauce de

12



poisson, soit I’équivalent d’environ 233 000 tonnes de matiére premiére.

Ces dernieres années, la consommation mondiale de sauce de poisson a augmenté avec
I’engouement croissant pour les mets asiatiques, tels les plats vietnamiens et thailandais et les
sushis. Selon la FAO, I’exportation mondiale de produits a base de poisson fermenté, dont la
sauce de poisson est de 1’ordre de 310.000 tonnes au début des années 2000 représentant une
valeur marchande de plus de 800 millions de dollars.

1.1.1.1. Matieres premiéres dans la production de la sauce de poisson

Les matiéres premieres principalement utilisées pour la production de sauce de
poisson sont le poisson et le sel avec a de rares occasions 1’utilisation de compléments. La
majorité des sauces sont fabriquées a partir de poissons marins. Ces poissons sont
généralement des petits poissons de faible valeur commerciale tels: 1’anchois, le hareng ou la
sardine (Tableau 1.2). Actuellement, ce sont les sauces a base d’anchois (Stolephorus spp)

qui ont la préférence des consommateurs.

Quelques travaux dont ceux de Lafon (1950) font état de la possibilité d’accroitre la

production de Nuoc-mam a partir de poissons d’eau douce.

Tableau 1.2 Matiéres premieéres utilisées pour la production de sauce de poisson

Nom de poisson Pays Références

Youngsawatdigul et al., 2007
Vietnam Udomsil et al., 2011

Philippines Lafon, 1950

Anchovy Thailande Kim et al., 2004
Corée Jae-Hyung et al., 2009
Malaisie Lingetal., 2011

Zaman et al., 2011

Sardine Thailande Jung-Nim et al., 1999
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Clupeidae

Round scad (Decapterus

macrosomay)

Merlu du Pacifique
(Merluccius productus)

Salmon

Flying-fish (Cypselurus ago
agoo)

Dolphinfish (Coryphaena
hippurus)

Deep-sea smelt
(Glossanodon

Semifasciatus)

Squid (Symplectoteuthis
oualaniensis)

Goby-fly (Ostrea spp)

Scomber, rastrelliger

Indonésie
Japon

Turquie

Thailande
Philippines

Vietnam

Vietnam

Japon

Norvege

Japon

Japon

Japon

Chine

Philippines

Thailande

Kilinc et al., 2006

FAOQO, 1971

Frans et Yoshiyuki, 1996
FAO, 1971

Bersamin et Napudan, 1962
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1.1.1.2. Procéde generique

Poisson

l<—SeI

Fermentation

l

Sauce de poisson |

Figure 1.2 Procédé générique de la production de la sauce de poisson

Traditionnellement, la production de sauce de poisson commence par le nettoyage du

poisson frais a I’eau froide pour enlever les impuretés et réduire la quantité de microorganismes

(Lopetcharat et al., 2001).

Une fois lavés, les poissons sont mélangés avec du sel selon un ratio poisson / sel de 2:1
a 3:1 et fermentés a température ambiante pendant 6-24 mois, selon la zone de production
(Lopetcharat et al., 2001 ; Jung-Nim et al., 2001 ; Fukami et al, 2002). Les fortes teneurs en sel
des saumures diminuent 1’activité des enzymes endogénes et sont necessaires pour prévenir

I’altération u mélange de poissons fermentés (Aspmoa et al., 2005) (Figure 1.2).

A la fin de la période de fermentation, le liquide surnageant est évacué et filtré a
travers des lits de sable. Le filtrat peut étre exposé au soleil de 1 a 3 mois pour améliorer la
couleur et ’arome de la sauce avant le conditionnement et la distribution. Le résidu, qui
contient des tissus de poissons non hydrolysés, est a nouveau traité avec une solution saturee
de saumure pendant un maximum de trois mois et immédiatement mis en bouteille
(Chaveesuk et al., 1993). Afin d’améliorer la couleur et la saveur de la sauce de poisson, des
colorants (comme le caramel) et des additifs sont également ajoutés (Lopetcharat et al.,
2001). Parmi toutes les étapes de ce procédé, il s’avére que la période de fermentation est la

plus contraignante de par sa durée tres longue (9-12 mois).
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1.1.1.3. Particularités de chaque pays

Poisson et sel

|

Ferment dans des bocaux

|

Filtre
Liquide: sauce de poisson Résidu: téte de poisson
Patis Bagoong
Bouteille Pacquage

Figure 1.3 Procédé de production du Patis traditionnel (FAO, 1990)

Aux Philippines, la sauce de poisson est appelée "Patis". Elle est obtenue comme sous-
produit pendant la fabrication de la pate de poisson (Figure 1.3) et elle ressemble en tout point
au Nuoc-mam, tant par les espéces de poisson utilisées que par le mode de fabrication
(Bersamin et Napudan, 1962). Les sauces de meilleure qualité sont celles qui sont préparées a
partir d’anchois (Stolephorus spp), de Goby-fly, de clupéidés et de petites crevettes connues
sous le nom "crevette filtreuse" (Atya spp). Hamm et Clague, (1950) recommandent de préparer
le Patis avec suffisamment de sel pour arriver a saturation soit un ratio poisson/sel de 3-5:1 en
fonction des matieres premieres. Ces auteurs ont montré qu’une exposition a des températures
allant jusqu’a 45°C pendant la premiére semaine de fermentation était favorable et que le taux

de digestion dépendait de la pureté du sel.

Pour obtenir le Patis, la fermentation se fait classiquement dans des jarres de terre ou
dans des réservoirs en matériau similaire. Elle est longue et dure géenéralement de six mois a
un an. Le taux de fermentation peut varier en fonction du pH, du mélange et de la température

(Dagoon, 2000). L’exposition a la lumiére du soleil peut également réduire le temps
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nécessaire de deux mois (Sanchez, 2008). Au cours du processus de fermentation, les
constituants des poissons ou des crevettes se désintégrent pour aboutir a un liquide clair et
jaunatre de bonne qualité, le Patis, qui peut étre récolt¢ des qu’il développe son odeur
caracteristique (Figure 1.4). Il est alors pasteurisé puis mis en bouteille, tandis que le résidu

est transformé en Bagoong par fermentation pendant 60 a 90 jours (FAO 1990).

Le Bagoong est riche en protéines (10,39/100g), en calcium (535mg/100g), en
phosphore (313mg/100g) et en rétinol (360ug/100g). Le Patis est également riche en
protéines (10,69/1009), mais il contient moins de minéraux et de vitamines que le Bagoong
(Sanchez, 2008).

Figure 1.4 Patis, une sauce de poisson aux Philippines

En Thailande, I’industrie de la sauce de poisson s’est bien développée dans le nord et le

nord-est du pays. Le nom local de cette sauce est "Nam-Pla" (siwla1). Elle est préparée de

préférence a partir de Stolephoru spp, mais les espéces de Scomber, Rastrelliger et certains
Clupeidae sont également utilisées. On la prépare aussi avec des poissons d’eau douce
(Cirrhinus) en Thailande centrale. En général, on utilise moins de sel pour la fabrication du

Nam-Pla que pour celle du Nuoc-mam.

Le Nam-Pla est fabriqué en mélangeant trois volumes de petits poissons entiers
(Stolephorus ou sardinelles) avec un ou deux volumes de sel ; I'ensemble est ensuite transfére
dans des grands réservoirs en béton. Les poissons sont conserveés avec de la glace et du sel marin
de la capture au transfert en usine. L’hydrolyse des protéines, pendant la fermentation, repose
principalement sur I’action des protéases endogenes contenues dans le muscle de poisson et les
visceres, ainsi que des protéases produites par des bactéries halophiles. La sauce de poisson
traditionnelle est obtenue par filtration et mise en bouteille telle quelle ou mélangée avec des
ingrédients pour obtenir des produits finis (Gildberg et Thongthai 2001, Yongsawatdigul et al.,
2007, Wichaphon et al., 2011) (Figure 1.5).
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Figure 1.5 Nam-Pla, une sauce de poisson thailandaise

En Malaisie, le budu est une sauce préparée avec de petits anchois. Elle est obtenue en
mélangeant cing parties de poisson avec une partie de sel, dans des jarres de terre cuite
contenant du sucre de tamarin (fruit du tamarinier) et du sucre de palme. Apres six semaines,
la chair de poisson s’est décomposée pour former une sauce sombre de saveur sucrée dont la

durée de conservation pourrait atteindre deux ans (FAO, 1971) (Figures 1.6)

Figure 1.6 Budu, une sauce de poisson en Malaisie

En Indonésie, on fabrique une pate de poisson appelée "Trassi”. La methode de
transformation différe de celle du Vietnam. Le mélange n’est pas placé dans un récipient,
mais séché au soleil en couches minces. Le "Trassi udang" est préparé a partir de petites
crevettes appelées "rabon”. Au cours de la transformation, la teneur en eau diminue de 80 %
a 50%. L'odeur désagréable due a la décomposition disparait graduellement. Le produit fini
contient généeralement 50 a 75% d’eau, 15 a 20% de sel et 27 a 30% de matiére seche (FAO,
1971) (Figure 1.7).
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Le Bakasang est un produit traditionnel de poisson fermenté largement consommé dans
l'est de I’Indonésie. La sauce est produite a partir de la fermentation de petits poissons (ou de
visceres de gros poissons prelevés lors du processus de fumage) qui ont été prétraités avec du
sel a environ 150-200 g/kg (poids humide). Dans le procédé traditionnel, le poisson est placé
dans des bouteilles bouchées qui sont conservees dans un local chaud (généralement prés de la
source de chauffage de la maison). La fermentation dure environ 3 a 6 semaines. La
température n’étant pas contrdlée, elle peut varier de 30 a 50°C. Sous I’action de la
fermentation, le poisson frais est dégradé pour former un mélange épais, salé, brun clair, qui

possede un ardbme et une saveur caractéristique (Frans et Yoshiyuki, 1995) (Figure 1.7).

[ |
Figure 1.7 Trassi et Bakasang, les produits de I'Indonésie

Au Myanmar, le "Ngapi" est préparé de la méme maniere que le "Pra hoc’" en
république Khmére (un produit du Sud Vietnam). Ce produit contient fréquemment de grandes
proportions de poisson. Un mélange comparable, appelé "Belachan" est fabriqué en Malaisie
avec de petites crevettes. Une quantité relativement faible de sel est utilisée (4 a 5kg pour 100kg
de crevettes). Il est probable que la décomposition d'origine bactérienne soit importante et que

le produit soit quelque peu dangereux pour la santé (Figure 18).

Figure 1.8 Ngapi, un produit du Myanmar
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Le Japon est tout particulierement intéressant, car une grande diversité de produits a base
de poisson fermenté y est fabriquée. Cela va des sauces a base de poisson, obtenues avec des
produits viscéraux fermentés (Shiokara), aux produits type "lzushi* (fermentation combinée avec

des glucides) jusqu’aux produits fermentés destinés a I’alimentation animale.

Le Shottsuru (L & 2 %) est une sauce de poisson piquante, condiment traditionnel de
la région d'Akita (Figure 1.9). Il est semblable au Nam-Pla thai. 1l est généralement fabriqué a
partir d'un trichodontidé, le "Sand Fish" ou hatahata (Arctoscopus japonicus) (Rao, 1967).
Dans le passé, le Shottsuru était produit a la maison ; aujourd’hui seul un petit nombre de
producteurs demeure. Quelques-uns utilisent encore la méthode traditionnelle avec comme
ingrédients, du hatahata et du sel exclusivement. Un obstacle a la survie de cette tradition a été
la baisse drastique de la péche de hatahata dans les années 1990.

Le Shottsuru est également réalisé a partir de sardines, d’anchois et de mollusques, en
particulier de calmars. Apres fermentation, le liquide est filtré, bouilli et peut alors étre conservé
pendant des années. Ce produit est parfois transformé en "Shyoyu" par adjonction de déchets de
graines de soja ou de "Koji" de blé (blé fermenté avec de la levure). On fabrique du "Uwo-

shyoyu" avec du hatahata et du "Ika-shyoyu" avec des visceres de calmar.

Figure 1.9 Shottsuru, une sauce de poisson japonaise

Le Jeotgal (%Z) ou Jeot est un produit sale fermenté, utilisé dans la cuisine coréenne
comme additif pour améliorer le godt des aliments ou seulement comme un aliment en soi (Figure
1.10). Il est réalisé en ajoutant 20 a 30% de sel a divers types de produits de la mer, tels que les
crevettes, les huitres, les crustacés, le poisson, les ceufs de poisson, les viscéres de poisson. La
conservation par le sel et la fermentation ultérieure permettent d'obtenir un produit consommable.
Selon les principaux ingrédients et les méthodes de préparation régionales, plus de 160 sortes de
Jeotgal existent en Corée dont 30 environ sont commercialisées (Ling et al., 2011). Le Myeolchi-
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Jeot est réalisé avec des anchois salés (environ 20%) mis a fermenter pendant une longue période
(plusieurs années). Les anchois sont ici choisis, car ils contiennent souvent des teneurs en acides

aminés élevées (Jae-Hyung et al., 2009).

Figure 1.10 Jeotgal, un produit coréen

Le Nuoc-mam est le produit traditionnel du Vietnam. C'est un liquide riche en azote,
essentiellement en acides aminés. Il est issu de I'hydrolyse des protéines de poisson grace

aux protéases du poisson.

Toute la production vietnamienne de Nuoc-mam est maintenant entierement absorbée
par le marché national, alors qu’auparavant le Vietnam exportait en Thailande et en Malaisie.
Il est difficile de se procurer des informations au sujet des quantités produites. Le Nuoc-mam
a été étudié de facon plus approfondie que toute autre sauce a base de poisson produite dans la
région. D’une manicre générale, les résultats applicables a ce produit le sont également aux

autres sauces fabriquées en Asie du Sud-est (Boury, 1952).

Le Nuoc-mam est un liquide limpide, de couleur variant entre 1’ambre jaune et le brun
fonce, qui est riche en sel et en composés azotes solubles. Il est fabriqué habituellement a partir
de petits poissons des genres Stolephorus, Engraulis, Clupeoides, Dorosoma et Decapterus.
La méthode de fabrication consiste essentiellement a mélanger des poissons non éviscérés avec
du sel dans des pots de terre cuite qui sont ensuite hermétiquement fermés puis enfouis sous
terre. Quelques mois plus tard, les pots sont déterrés, ouverts et en décantant le liquide
surnageant, on obtient le Nuoc-mam. Ce mode de fabrication traditionnel s'est répandu au

Vietnam entre le 195M€ et 20°™€ sigcle.

Quand le Nuoc-mam est fabriqué pour la vente, de grandes cuves munies de robinets de
bambou sont utilisées (Rao, 1967). Avec cet ancien procédé, des couches de poisson et de sel
sont placées alternativement depuis le fond jusqu’a la partie supérieure de la cuve, la dernicre

couche étant une couche de sel. La proportion de sel varie selon I'espéce, mais en général 4 a

21



5 parties de sel sont utilisées pour 6 parties de poisson. Apres trois jours d'incubation, on laisse
s'écouler un liquide sanguinolent (Nuoc-boi) et ce pendant trois jours. Le Nuoc-boi est
conservé a part. Le poisson est comprimé soigneusement et la surface supérieure aplanie. Une
partie du Nuoc-boi est reversée sur les poissons jusqu’a ce qu’ils soient entiérement immerggés.
La cuve est ensuite couverte de plateaux en bambou sur lesquels de gros poids sont placés.
Apreés des durées variables, déterminées par les dimensions et I’espéce des poissons, les
robinets des cuves sont ouverts et le liquide fermenté soutiré. C’est ainsi qu’est obtenu le Nuoc-
mam de premiére qualité (nuoc-nhat, nuoc-cot, mam-nhi). Un an, et parfois méme davantage,
est nécessaire pour fabriquer du Nuoc-mam avec de gros poissons, mais la durée est plus courte
avec des petits poissons. Des Nuoc-mam de qualité inférieure sont préparés par lessivage des
résidus présents dans les cuves avec une saumure fraiche ou de I’eau de mer. Leur qualité peut
étre améliorée en faisant passer la saumure dans une série de cuves ; ’opération peut étre
répétée plusieurs fois. On obtient alors un Nuoc-mam dont la teneur en azote diminue
progressivement et qui se conserve moins longtemps. Dans certains cas, du miel caramélise,

du mais ou du riz grillé est ajouté dans les cuves pendant le lessivage (Figure 1.11).

Figure 1.11 Quelques marques de Nuoc-mam au Vietnam

Aujourd’hui, il y a trois méthodes de fabrication de Nuoc-mam au Vietnam. La
méthode "danh-khuay" (mélange) est appliquée au nord alors que la méthode "gai-nen"

(compression) est appliquée au sud. Une méthode mixte existe également (Figure 1.12).
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Figure 1.12 Lesrégions de production de la sauce de poisson au Vietnam

La méthode "danh-khuay" (mélange) est spécifique de Cat Hai (Hai Phong, Vietnam),
elle différe de celles des autres régions, par 1’addition d’eau de source (Figure 1.13). Du sel est
ajouté a plusieurs reprises en remuant constamment afin de faciliter ’activité enzymatique, la

diminution des microorganismes et ainsi de raccourcir la durée de production du Nuoc-mam.

Figure 1.13 Production de la sauce de poisson a Cai Hai, Hai Phong, Vietnam

Avec la méthode gai-nen (compression), les poissons sont mélangés dés le début avec
le sel puis I'ensemble est comprimé. Il n'y a ni ajout d'eau ni agitation. Cette méthode est
réalisée de Thanh-Hoa a Da-Nang et dans les provinces du Sud et Centre Vietnam.

Une méthode "mixte" combine les deux méthodes précédentes afin de profiter des
avantages de chacune. Des couches de poisson et de sel sont disposées alternativement et la
derniére couche de poisson est recouverte par une plus grande quantité de sel. Pour les petits
poissons, il est ajouté environ 25 a 30% de sel et 30 & 35% pour les plus gros. Cette étape est
la méme que dans la méthode "gai-nen". Quand le liquide des cuves atteint 22 & 25° baumés,
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la sauce contient suffisamment de sel; le liquide est alors soutiré, mélangé (méthode “danh-
khuay"), exposé au soleil et remis dans les cuves, a plusieurs reprises (Figure 1.14).

Figure 1.14 Méthode “mixte” a Phu Quoc, Phan Thiet, Nha Trang (Vietnam)

Aujourd’hui, I'évolution de la technologie et des équipements fait que les procédés de
production de sauce de poisson ont changé, cependant ils sont encore structurés sur la base

des méthodes traditionnelles.

Dans la sauce de poisson vietnamienne, I’azote total est constitué de différents groupes
de composés. Une étude de Jung-Nim et al, (2001) indique qu'ils se répartissent de la maniere
suivante : 10,7% d'acides aminés libres, 56,6% d'acides aminés totaux, 20,0% de peptides,
3,4% de pyroglutamate, 4,0% de nucléosides et de bases, 3,2% de créatine et de créatinine. La
somme de 97,9% suggere que presque tous les composés contenant de 1’azote ont été
déterminés dans la présente expérience (Jung-Nim et al., 2001). La teneur en acides aminés
totaux est plus éleveée dans les sauces vietnamiennes, puis dans les japonaises et les
thailandaises. Les sauces de poisson provenant de ces trois pays ont montré des compositions
similaires en acides aminés, tels que 1’acide aspartique, 'acide glutamique, 1’alanine, la valine,
la lysine et I'histidine. Les composés responsables du goQt (35) ont été déterminés pour un type
de Nuoc-mam vietnamien de premiére qualité dont la teneur totale en composés extractibles

atteint un maximum de 20g d'azote/100 ml (Jung-Nim et al., 2001 ; Jung-Nim et al., 2002).
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1.2. Détail du procédé traditionnel de fabrication des sauces de poisson
1.2.1. Liquéfaction par protéolyse
1.2.1.1. Enzymes digestives

Pendant la fermentation, la protéolyse s’effectue par les protéases endogenes du
muscle de poisson et des organes digestifs. Le schéma de la dégradation des protéines dans le
processus de production de sauce de poisson traditionnelle est présenté ci-dessous. Les
protéases attaquent les liaisons peptidiques des molécules de protéines pour les rompre, des
peptides plus courts sont générés et au final des acides aminés sont libérés. Cette hydrolyse est

bien évidemment progressive.

Protéases Protéases Protéases
Protéines —  Polypeptides — Peptides = ——  Acides amineés

(Faible masse moléculaire)

Les visceres des poissons sont une source importante d’enzymes, en particulier de
protéases essentiellement produites par leurs glandes digestives. Comme les protéases de
plantes, d'animaux et de microorganismes, les protéases digestives des animaux marins coupent
les liaisons peptidiques avec la participation des molécules d’eau en tant que réactif (Simpson,
2000). Ces proteases digestives ont été étudiées sur plusieurs espéces de poissons et de
décapodes et il apparait que leur distribution change selon les especes, mais aussi les organes
(Garcia-Carreno et Haard, 1993). Torrissen (1984) a ainsi rapporté que ’activité protéolytique
de I’intestin de la truite arc-en-ciel (Salmo gairdneri) est supérieure a celle du saumon atlantique
(Salmo salar). De méme, I’activité protéolytique du caecum pylorique est supérieure chez le
saumon royal (Oncorhynchus tshawytscha) par comparaison avec celle de la truite arc-en-ciel
(Dimes et al., 1994). Pour le discus commun (Symphysodon aequifasciatus), I’activité

protéolytique s’est révelée plus élevée dans I’intestin que dans 1’estomac (Chong et al., 2002).

Dans les intestins de poissons les protéases trouvées sont la trypsine, la chymotrypsine,
la collagénase, 1’¢lastase, la carboxypeptidase et les estérases carboxyliques. Elles sont

normalement sécrétées par le ceecum pylorique et le pancréas (Haard, 1994).
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La pepsine est présente dans I’estomac du poisson et active en conditions acides
(Gildberg et al., 1990), tandis que la trypsine est concentrée dans le ceecum pylorique et active

en conditions neutres et alcalines (Asgeirsson et al., 1989).

Des études portant sur le merlu du Pacifique (Merluccius productus) ont montré que,
lors des processus de fermentation des sauces de poisson, I’activité de la cathepsine H était
extrémement faible tandis que la cathepsine B s’avérait étre I’enzyme la plus active (Kang et
Lanier 2000 ; Tungkawachara et al., 2003). An et al., (1994) ont signalé que la cathepsine L
avait l'activité la plus haute a 55°C, tandis que la cathepsine B possédait la plus grande activité
entre 20 et 37°C et la cathepsine H & 20°C. Par conséquent, la cathepsine B pourrait étre une
enzyme importante pour le développement de 1’aréme de la sauce de poisson pendant la période
de fermentation. Néanmoins, il ressort que les activités des cathepsines H, B et L diminuent
rapidement et régulierement au bout du premier mois d’incubation. Au bout de 9 mois, les
activités enzymatiques sont méme négligeables probablement a cause de la force ionique élevée
due a la forte teneur en sels qui affecte alors la stabilité des enzymes (Stauffer 1989 ;

Tungkawachara et al., 2003).

Dans le processus de fabrication des sauces de poisson, les protéases principalement
impliquées sont : la pepsine, la trypsine, la chymotrypsine, et la cathepsine. Cependant, les
fortes teneurs en sel des saumures diminuent 1’activité de ces enzymes endogenes, la vitesse
d’autolyse est donc lente, ce qui se traduit par des périodes de maturation allant de 6 & 12 mois,
voire plus parfois. Pendant cette maturation, la couleur, I’odeur et la saveur de ce qui deviendra
la sauce de poisson évoluent. Ce n’est qu’aprés une longue phase de fermentation que les
protéines sont entiérement solubilisées et que se développent I’odeur, la saveur et la couleur

du Nuoc-mam (Dissaraphong et al., 2006).

1.2.1.2. Enzymes bactériennes

Lors de la production de la sauce de poisson, la protéolyse s’effectue par des protéases
endogenes, mais aussi par le biais de protéases microbiennes produites par des bactéries telles,
Bacillus sp., Pseudomonas sp., Micrococcus sp., Staphylococcus sp., Halococcus sp.,
Halobacterium Salinarium, Halobacterium cutirubrum (Gildberg et Thongthai, 2001; Slizyté,
2005; Tungkawachara et al., 2003). De trés nombreux travaux ont porté sur 1’étude et la
caractérisation de ces protéases bactériennes. Choorit et Prasertsan (1992) ont ainsi rapporté
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que sur huit souches de Bacillus isolées a partir de poissons fermentés (Budu), quatre isolats
possedaient une activité élevée de protéase. Ils ont déterminé que le pH optimal pour ces
enzymes se situait entre 7,0 et 8,0 et que leur température optimale était de 55°C. Ils ont aussi
montré que ces protéases gardaient 40% de leur activité d’origine apres 20 min a 55°C mais
qu’elles perdaient toute activité a 65°C. Trois des quatre isolats ont été identifiés comme
Bacillus subtilis, le quatrieme comme Bacillus lichenfformis. Anihouvi et al., (2007) ont eux
rapporté que Bacillus sp. et Staphylococcus sp. possédaient des activités protéolytiques et
lipolytiques alors que Micrococcus sp. ne présentait qu’une faible activité protéolytique. Dans
tous les cas, les activités protéolytiques et lipolytiques d’origine microbienne sont le fait de
bactéries halophiles peu affectées par la forte teneur en sel du milieu (Akolkar et al., 2010 ;
Fukami et al., 2004 ; Yuen et al., 2009; Udomsil et al., 2011 ; Youngsawatdigul et al., 2007).
Néanmoins, il peut arriver que méme si des bactéries halophiles soient détectées, leur activité
enzymatique ne suffise pas a expliquer la protéolyse. C’est le cas par exemple dans une étude
portant sur la fabrication du Jeotgal ou bien que Halodenitrificans virgibacillus KM2100 et
Staphylococcus spp continuaient a se multiplier en présence de 20% de NaCl, aucune

activité protéolytique n’ait été détectée (Ling et al., 2011).

1.2.2. Le role des microorganismes

Une grande variété de microorganismes intervient lors du processus d’¢laboration des
sauces de poisson. Comme le décrit Orejana (1983), il y a : (i) les organismes naturellement
présents dans les poissons, Predominandy, Pseudomonas et Achromobacter, (ii) les organismes
associés a I’eau et I’environnement tels que les genres Clostridium et Escherichia, (iii) les
organismes terrestres qui ne sont pas normalement associés a I’environnement marin et (iv) les
organismes associés au sel marin et a d’autres additifs, par exemple Bacillus, Micrococcus et

Halobacterium.

Ces bactéries, pour la plupart halophiles peuvent jouer un réle dans la dégradation des
protéines, mais elles interviennent également dans le développement de composés responsables
de lI'odeur et de la saveur typique des sauces de poissons. Ainsi, lorsque la sauce de poisson est
produite dans des conditions aseptiques, I’odeur caractéristique de sauce de poisson ne se
développe elle pas (Beddows et Ardeshir 1979a). Les bacteries présentes dans les sauces de

poisson peuvent donc étre classées en deux catégories: les bactéries produisant des enzymes
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protéolytiques et les bactéries contribuant a la saveur et au développement des ardmes.

En fait il semblerait méme que les microorganismes ne jouent pas forcément un réle majeur
dans la protéolyse de poissons, leur nombre décroissant régulierement au fur et a mesure que la
fermentation progresse, ils sont néanmoins responsables du développement de 1’ar6me

caractéristique des sauces de poisson (Hamm et Clague 1950; Saisithi et al., 1966).

Il a ainsi été montré que I’action microbienne intervenait dans la production d'acides
volatils notamment par le fait que la plupart des acides trouvés atteignent des concentrations tres

élevées dans les poissons incubés sans sel (Beddows et al., 1979 et 1980 ; Sanceda et al., 1986).

Lopetcharat et Park, (2002) ont estimé que les microorganismes devaient jouer un role
important dans 1’étape ultérieure de la fermentation et dans la phase de maturation et que la
dégradation des protéines par les bactéries conduisait a la production de composés volatils a
partir d’acides aminés et de petits peptides. Récemment, Udomsil et al., (2011) ont montré que
T. halophilus favorisait I’augmentation de la teneur en acides aminés qui servaient de
précurseurs aux aldéhydes, composés importants de la sauce de poisson. En présence de T.
halophilus, les acides aminés libres augmentaient et contribuaient ainsi a la saveur "umami” et

sucrée de la sauce de poisson.

Ce n’est que récemment que des sauces de poissons ont été ensemencées avec des
microorganismes sélectionnés. En 2011, Zaman et al., ont utilisé Staphylococcus carnosus
FS19 et Bacillus amyloliquefaciens FS05. 1l s’est avéré que ces bactéries ont effectivement
hydrolysé les protéines d’anchois tout en produisant des précurseurs d'acides aminés libres

permettant ainsi la formation d'amines par des décarboxylases.

1.3. Les parameétres influents et les modifications au cours du temps
1.3.1. Température

La température est un des parametres clés intervenant lors des processus d’hydrolyse en
général et d’autolyse en particulier. Pour les sauces de poisson, il s’avére que, dans une certaine
limite (de 30 & 47°C), la vitesse d’hydrolyse apparait proportionnelle a la température
(Yongsawatdigul et al., 2004, Lopetcharat et al., 2001). Néanmoins, quand la température

dépasse cette valeur haute, non seulement la vitesse d’hydrolyse n’augmente plus, mais elle
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peut méme diminuer par dénaturation thermique des enzymes (la plupart des enzymes qui

interviennent sont inactivées a des températures supérieures a 70°C).

Comme le suggére certains auteurs une augmentation raisonnée de la température
pourrait donc accélérer le processus de fabrication de la sauce de poisson par un accroissement
de I’activité enzymatique et donc I’obtention de degré d’hydrolyse plus élevé (Lopetcharat et
al., 2001 ; Lopetcharat et Park, 2002 ; Yongsawatdigul et al., 2004). Ces auteurs situent la
température optimale entre 35 et 45°C, une température trop haute pouvant entrainer en plus de

la dénaturation des enzymes, 1’apparition de caractéristiques sensorielles inappropriées.

1.3.2. Sel

Le sel est une matiere premiére indispensable pour la fabrication de la sauce de
poisson, car il contribue a la prévention de la dégradation des poissons. En effet, une
concentration élevée en sel (20% a 30%) freine la prolifération bactérienne et donc
I’altération des poissons. Cependant, de trop fortes concentrations en sel peuvent en général
s’avérer inhibitrices de I’activité enzymatique et particulierement de l'activité protéasique
(Klomllao et al., 2006). A I’inverse, une réduction de la teneur en sel accélére la protéolyse
(Gildberg et al., 1984; Gildberg et Thongthai 2001; Klomklao et al., 2006¢), mais de trop
faibles concentrations peuvent s’avérer néfastes, car le développement bactérien n’étant plus

limité, cela entraine 1’apparition d’odeurs indésirables.

Pendant la fermentation, si la teneur en sel de la sauce de poisson peut légérement
augmenter les premiers jours elle se stabilise ensuite atteignant ainsi un équilibre (Chayovan et
al., 1983a ; Lopetcharat et Park 2002 ; Yongsawatdigul et al., 2004). Néanmoins, compte tenu de
la tres grande diversité des procédés de fabrication, celle-ci peut étre tres variable : 15,7% dans
une sauce laotienne, 18% dans une sauce japonaise, 20,2% dans une sauce vietnamienne et de
21,4 a22,7% dans des sauces de Thailande, de Chine, de Sud-Corée et de Myanmar (Jung-Nim
et al., 2001, 2002).

La qualité du sel est egalement importante. Plus celui-ci est pur, plus la qualité de la
sauce de poisson sera bonne. Par exemple, une amertume peut survenir si les teneurs en chlorure
de calcium et chlorure de magnésium sont trop élevées. Par ailleurs, plus les cristaux de sel

seront petits, plus rapide sera leur dissolution et plus la dégradation du poisson sera sous
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contrdle. Idéalement, il convient donc d’utiliser un sel de grande pureté se présentant sous la

forme de petits cristaux. La teneur en sel optimale sera & adapter a chaque production.

1.3.3. pH

Comme pour la température, le pH module également I’activité des enzymes impliquées
dans I’¢laboration des sauces de poissons. Chaque enzyme a une gamme de pH optimale qui lui
est propre. Cependant, les principales enzymes qui interviennent ici sont des trypsines et des
pepsines qui fonctionnent parfaitement au pH naturel de la chair du poisson.

La diminution du pH observée lors de la fermentation peut étre associee a des acides
organiques comme 1’acide lactique, I'acide acétique, produits par certains microorganismes
(Achinewhu et Oboh, 2002 ; Achinewhu et al., 2004) . Inversement, I’augmentation du pH
peut étre causée par la formation de composés basiques tel de 1’azote volatil (Ing-Lung et al.,
2003 ; Wichaphon et al., 2011). Les deux phénoménes peuvent étre observés selon les

procédés mis en ceuvre.

Ainsi, ljjon et Ohta (1996) ont rapporté que le pH du Bakasang (sauce de poisson
fermentée indonésienne) variait de 5,95 a 6,50. Chaveesuk et al., (1993) ont eux constaté que
la valeur du pH final de la sauce de poisson produite a partir de hareng de 1’ Atlantique (Clupea
harengus) variait de 5,82 a 5,85. Enfin Aquerreta et al., (2001) ont trouvé une variation de pH
de 4,90 a 5,42 dans le Garum (sauce de poisson fermentée en Gréce) probablement a cause de

I’accumulation de composés basiques.

A Tinverse, une maturation de 6 mois de merlu frais du Pacifique entraine une
diminution de pH (6,93 — 5,6) probablement liée a la présence d'ions libres d’hydrogéne,

d'acides aminés libres, et d'acides aminés d’oligopeptides (Tungkawachara et al., 2003).

Plusieurs parameétres peuvent expliquer ces variations et cette trés grande diversité de
pH observées. En premier lieu la quantité de sel mise en jeu intervient. Ainsi le pH d'un
échantillon contenant 100g sel/kg de sardine sera inférieur a celui d'un échantillon ayant 200g
sel/kg, (5,5 et 5,9, respectivement). La teneur en glucose semble également déterminante, les
échantillons en contenant le plus présenteront une plus grande diminution de pH (Frans et
Yoshiyuki, 1996). Achinewhu et Oboh (2002) suggérent a ce propos que ceci pourrait étre
attribué a l'activité de Lactobacillus sp. qui utiliserait les glucides du milieu pour produire de
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I’acide lactique. Enfin, 1’ajout de microorganismes contribue également a modifier plus ou
moins fortement 1’équilibre acido-basique des sauces de poisson (Hariono et al., 2005). Ainsi,
I’adjonction de Aspergillus oryzae et Monascus purpureus dans une sauce de bonite entraine
une augmentation de 3 unités de pH (5 — 8) au cours de la fermentation (Ing-Lung et al., 2003).
Sur des sauces traditionnelles malaisiennes a base d’anchois, 1’alcalination est du méme ordre
au bout de 120 jours lorsque Staphylococcus carnosus FS19 et Bacillus amyloliquefaciens FS05

sont ajoutés (Zaman et al., 2011).

Au final, les sauces commerciales traditionnelles ont donc un pH trés variable : 4,9
au Laos, de 5,4 a 5,8 au Vietnam, en Thailande, au Japon et en Corée; de 6,15 en Chine, de
6,23 au Myanmar (Jung-Nim et al., 2001, 2002).

1.3.4. Modifications biochimiques
1.3.4.1. Modifications au niveau des composés azotés

Des composes azotés solubles, tels que certains peptides et des acides aminés libres sont
générés par la protéolyse lors du processus de fabrication de la sauce. Ces composes azotés
proviennent bien évidemment des protéines, mais aussi des composés non protéiques tels que
les nucléotides, I’ammoniaque et I’'urée (Shahidi, 1995; Finne, 1992 ; Jung-Nim et al., 2001,
2002). La teneur en azote total est utilisée comme indicateur pour déterminer la catégorie et le
prix de la sauce de poisson. En Thailande, les produits contenant une teneur en azote total
supérieure a 20 g/l sont placés en "catégorie 1" et avec 15 a 20 g/l en "catégorie 11" (Thais
Industriel Standard, 1983). Au Vietnam, avec une teneur en azote total de 25 g/l le produit est
considéré "spécial”, avec 20 g/l "surfin", avec 15 g/l il est mis en "catégorie 1" et avec 10 g/l
"en catégorie 2" (TCVN 5107-2003). Dans une enguéte sur les sauces de poissons asiatigques,
Jung-Nim et al,. (2001) signalent que ce sont les échantillons vietnamiens qui ont la teneur en
azote total la plus élevée, puis viennent ceux du Japon et de Thailande, la plus faible étant pour
les sauces du Myanmar et du Laos. Ces différences peuvent étre dues a de nombreux parametres

tels la matiére premiere utilisée, le procédé, le temps de fermentation, ...

Lopetcharat et Park, 2002 ont ainsi rapporté que la teneur en azote total de la sauce de
merlu du Pacifique (Merluccius productus) augmente de 6,40 a 15,7 g N/I pendant les 10

premiers jours de fermentation. Une étude de Taira et al., (2007) a quant a elle montré que
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I’azote total dans des sauces de coryphénes (Coryphaena hippurus) et les poissons-volant du
Japon (Cypselurus agoo agoo) augmentait fortement au cours des 30 premiers jours de
fermentation, puis ensuite progressivement jusqu’a 90 jours, pour ensuite rester constante

jusqu'a la fin de la fermentation.

L’azote aminé qui traduit la quantité d'acides aminés libres augmente aussi fort
logiqguement au cours de la fermentation et donc de la protéolyse. La aussi, de tres nombreux
facteurs influent sur ce critere. Tungkawachara et al., (2003) ont par exemple montré que apres
9 mois de fermentation, la quantité d'acides aminés libres de la sauce de poisson fabriquée a
partir de merlu du Pacifique était deux fois plus élevée (38,37mg/ml) que pour une sauce de
poisson réalisée avec un mélange de merlu du Pacifique et de co-produits (16,56 mg/ml). Ces
variations se ressentaient également sur les teneurs en azote total et reflétaient tres

certainement des différences dans le degré d’hydrolyse.

La teneur en azote aminé représente la quantité de groupes amines dans la sauce de
poisson, elle est directement liée a la dégradation des polypeptides (Tungkawachara et al.,
2003). L'azote aminé est généralement utilisé comme indicateur du degré de fermentation
(Lopetcharat et al., 2001). Cette teneur commence d’abord par augmenter dans les premiers
jours pour atteindre un maximum vers 10 a 15 jours puis diminue ensuite régulierement pour
atteindre son minimum (Lopetcharat et Park, 2002). L'augmentation de la teneur en azote
ammoniacal durant les premiers jours pourrait étre due a des enzymes de poissons qui seraient
trés actives durant le début de la fermentation (Beddow et al., 1980). La diminution quant a
elle pourrait étre causée par sa diffusion lente dans I’air. Une autre tentative d’explication
serait la formation de base de Schiff dans la réaction des amines avec les aldéhydes ou les
cétones (Wade, 1991).

1.3.4.2. Modifications au niveau de I'histamine

Dans les aliments, 1’histamine (CsHgN3) est principalement formee a partir d'un acide
aming, I'histidine (CeHoN302), par les décarboxylases des bactéries (Rodtong et al., 2005).
D’apres Brillantes et al., (2002), ¢’est 1’histidine-décarboxylase présente dans le poisson qui
est responsable de la production d’histamine au cours du processus de fermentation.
Néanmoins ces auteurs notent que cette production d’histamine est limitée si les poissons

utilisés sont frais. Yongsawatdigul et al., (2004) considérent eux qu’une 1égére augmentation
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de la teneur en histamine dans la sauce de poisson au cours de la maturation est plutot est
révélatrice de I’activité de I’histidine-décarboxylase avant la fermentation, que de l'activité
des bactéries halophiles pendant la fermentation. Sanceda et al., (1999) précisent quant a eux
que la forte concentration en sel inhibe la croissance de microorganismes susceptibles de
produire I’histidine décarboxylase. Ce que confirme une étude récente demontrant que
I’utilisation de concentrations en sel supérieures a 17% pouvait diminuer la formation
d’histamine (Jesebel and Erlinda, 2012). Néanmoins, la aussi plusieurs facteurs peuvent

s’avérer influents sur la teneur finale en histamine dans la sauce de poisson.

Taira et al., (2007) ont par exemple montré que pour une méme matiére premiére et un
méme procédé, la formation d’histamine variait selon la nature des matériaux des cuves de

fermentation (bois, béton, terre,...).

Toutefois, il est évident que ce sont les microorganismes et particulierement les
bactéries halophiles présentes dans le milieu qui sont @ méme de moduler le plus fortement le
taux d’histamine dans la sauce. Il convient ici de distinguer 2 types de bactéries selon leur mode
d’action antagoniste : celles qui vont produire de I’histamine et celles capables de la dégrader.
Par exemple, Staphylococcus epidermidis TYHL, isolée pendant la fermentation de poisson
japonais, est une bactérie produisant de I’histamine par I’intermédiaire d’une histidine-
décarboxylase dont I’activité décroit avec I’augmentation de la teneur en sel (Ayumi et al.,
2014). Quelques études ont porté sur la recherche de bactéries a méme de faire baisser le taux
d’histamine dans les sauces de poisson et plusieurs souches ont pu étre identifiées telles :
Bacillus amyloliquefaciens FS-05, Irgibacillus sp. SK37, Staphylococcus carnosus FS-19,
Staphylococcus condiment FS-22, Staphylococcus sp. SK1-1-5 et Virgibacillus sp. KS33
(Yongsawatdigul et al., 2007 ; Zaman et al., 2011, 2014). Lorsque ces souches sont inoculées,
une réduction notable de 15 a 60% de la teneur en histamine peut étre observée par rapport a des

lots témoins non ensemencés et ce méme en presence de fortes concentrations de sel.

Quoi qu’il en soit, pour pouvoir étre commercialisées, les sauces de poisson doivent
présenter une teneur en histamine en deca des seuils etablis par differentes normes (TCVN
5107, 2003 ; codex 302, 2011 ; FDA, 2014), la teneur maximale autorisée étant en général de
I’ordre de 400 ppm.
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1.3.5. Modifications sensorielles
1.3.5.1. Modifications de couleur

Lopetcharat et Park (2002) ont montré que la couleur brune de la sauce de poisson était
due a une réaction de brunissement non enzymatique de type Maillard faisant intervenir des
composés azotés et des sucres. Le brunissement progressif des sauces observé lors de

I’entreposage est li¢ a I’augmentation réguliére de la teneur en mélanoidine (Lee et al., 1977).

Les composés azotés nécessaires a cette réaction sont de type aminés libres et petits
peptides résultants de la protéolyse. Méme si la teneur en sucres réducteurs est faible dans le
poisson, des dérivés de glucides, tels que le glucose—6—phosphate et autres substances
présentes dans les voies métaboliques, peuvent également agir en tant que réactifs pour initier

cette réaction de Maillard (Kawashima et Yamanaka, 1996).

Le type de matiere premiere utilisée influe fortement sur la couleur finale du produit.
Tungkawachara et al., (2003) indiquent par exemple que la sauce de poisson fabriquée a partir
d'un mélange de merlu du Pacifique et de sous-produits donne des résultats différents (plus
faible acceptabilité de la couleur par un jury expert) que des sauces faites a partir de merlu entier
ou d'anchois. D’une maniére générale, les sauces produites a partir de poissons entiers sont plus
sombres avec un développement plus rapide de la couleur brune que pour les sauces de poisson

produites a partir de sous-produits.

Dans certains cas, il peut s’avérer utile de modifier la couleur de la sauce afin
d’améliorer son acceptabilité. L’adjonction de microorganisme tel T. halophilus producteur
d’acide lactique est efficace pour limiter le brunissement. L’utilisation de rayons gamma a
aussi été étudiée (Kim et al., 2004). Ces auteurs ont montré que lorsque les sauces étaient
irradiées, la luminosité (L) et la couleur jaune (b) des échantillons diminuaient nettement apres
deux semaines. Cependant, une couleur requise peut assez facilement étre obtenue par

I’addition de caramel ou de mélasse (Beddows, 1985).

1.3.5.2. Modifications de la saveur et des ardmes

Si la couleur est un facteur important pour I’acceptabilité des sauces de poisson

traditionnelles par les consommateurs, la saveur et ’ardme s’avérent étre des parameétres
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déterminants. L'ardbme est méme le premier indicateur de la qualité de la sauce de poisson
d’aprés Ing-Lung et al., (2003).

Selon Chayovan et al., (1983b), les dégradations des protéines de poisson en acides
aminés libres sont principalement responsables de la saveur agréable de la sauce de poisson.
Plusieurs auteurs ont donc tenté d’identifier les acides aminés les plus influents sur le golt du
produit. Pour Jung-Nim et al., (2002), il s’agit de I'acide glutamique, la thréonine, 1’alanine,
la valine, I’histidine, la proline, la tyrosine, la cystine et méthionine. Chaveesuk lui identifie
la lysine, 1’arginine, 1’alanine et I’acide glutamique. Quant a Tungkawachara et al., (2003),
ils considerent que chaque acide aminé apporte sa propre saveur au mélange. Enfin pour Kaoru
et al., (2006) le golt « umami » caractéristique dépendrait essentiellement de la teneur en acide
glutamique libre. 1l apparait donc que les acides aminés sont a méme de moduler le golt de la

sauce toutefois ce ne sont pas les seuls composés responsables.

En effet, Fukami et al., (2004) ont démontré que divers composes volatils, comprenant
des acides, des carbonyles, des composés azotés et des composeés soufrés, se formaient
pendant la fermentation et participaient a la formation de 1’ar6me particulier des sauces de
poisson. Sanceda et al., (1983) ont identifié 4 catégories de composés (neutres, basiques, acides
et phénoliques) en réalisant une distillation fractionnée de Patis philippins du commerce. D’apres
eux, la fraction acide semble jouer un role majeur dans I’arome du Patis, car toute autre fraction
combinée avec elle donne un ardme similaire a celui du produit analysé. Dans une autre étude,
Sanceda et al., (1986) ont observeé que la plupart des acides identifiés dans les Patis du commerce
étaient trouvés en faible quantité aprés seulement 24h de fermentation, ce qui suggere que ces
acides pourraient avoir été formés avant le salage, durant la période de récolte et de transport du
poisson. Cependant, presque tous les acides identifiés dans la sauce se forment pendant les trois
mois suivants avec méme une augmentation qualitative et quantitative des acides gras pendant

la durée de fermentation.

Saisithi et al., (1966) ont démontré que certaines bactéries contenues dans la sauce
de poisson pouvaient produire des acides gras a partir des acides aminés. Beddows et al.,
(1980) ont eux étudié 1’origine et le mécanisme de formation des acides gras volatils
présents dans le Budu, une sauce de poisson de Malaisie. Ils en ont conclu que les acides
gras ne semblaient pas provenir de la dégradation des lipides des poissons. Ils ont ainsi
démontre que les acides aminés sont les précurseurs d'acides n-butanol et n-pentanol et qu'ils

contribuaient ¢galement a la formation d’autres acides. Cependant, le mécanisme par lequel
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les acides gras ont été produits n’a pas été ¢lucidé. Ooshiro et al., (1981) ont finalement
également confirmé que les acides gras volatils étaient des éléments importants dans le

développement de 1’ardme des sauces de poisson.

Les acides gras volatils sont les composés volatils les plus abondants dans la sauce de
poisson. En général, les modifications subies par le poisson pendant la fermentation conduisent
a une augmentation de la quantité d’acides volatils dans le liquide avec des valeurs
significativement plus élevées en condition d’aérobiose (Sanceda et al., 2001). Les différences
d'ardbme des sauces de poisson couramment utilisees seraient attribuées aux caractéristiques
aromatiques des principaux composés volatils, mais aussi de ceux présents en petite quantité
(Ing-Lung et al., 2003). L’analyse la plus compléte a ce jour a permis d’identifier jusqu’a 76

composés volatils dans des sauces de poisson (Wichaphon et al., 2011).

L’odeur d’ammoniaque peut parfois étre percue dans les sauces de poisson. Cet ardme
particulier peut étre extrait par solvant dans la partie basique de la sauce (Mclver et al, 1982).
Son analyse révéle la présence de composés azotés dont la triméthylamine (Sanceda et al.,
1984). La formation d’un tel arbme ammoniacal n'implique pas nécessairement une action
bactérienne, puisque I’ammoniac et la triméthylamine peuvent se former dans des conditions
aseptiques. Cependant, il est fort possible que des bactéries, lorsqu’elles sont présentes,
puissent augmenter la quantité formée et donc contribuer a I’intensité de 1’ardme (Beddows,
1985). Fukami et al., (2004) ont ainsi isolé et identifié dans une sauce de maquereau, la bactérie
Staphylococcus xylosus, qui d’aprés eux serait responsable de 1’odeur de ce type de sauces

fabriquées en Thailande.

Bien que la saveur et ’ardme puissent fortement varier selon le pays d’origine, le
procédé mis en ceuvre et la matiére premiere utilisée, la sauce de poisson a généralement un
godt a prédominance salée ; les acides aminés, les petits peptides et d’autres composés

notamment volatils contribuant quant a eux a la saveur globale.

1.3.6. Evolution de la population microbienne

Les conditions n’étant pas axéniques lors de la fabrication de la sauce de poisson, les
microorganismes et particuliérement les bactéries halophiles voient leur population varier au

cours du procéde et ce particulierement en raison de la forte salinité du milieu. Ainsi pendant
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les 10 premiers jours, une augmentation du nombre de microorganismes halophiles suivi d’une
décroissance rapide (Lopetcharat et al., 2001). Aprés vingt jours d’incubation ce sont
majoritairement des bactéries productrices lactiques ainsi que des bactéries des genres

Streptococcus et Pediococcus qui sont détectées (Frans et Yoshiyuki 1996).

La mise en contact du poisson avec une grande quantité de sel impacte fortement sur
sa flore interne qui constitue la trés grande majorité des microorganismes du départ. Taira
et al., (2007) ont ainsi rapporté que la population de bactéries hétérotrophes estimée a 10°
ufc/ml au départ diminuait pour atteindre 10* ufc/ml en fin de la fermentation. Néanmoins,
leur étude qualitative met en évidence que ce sont des bactéries halophiles et halophiles
extrémes qui diminuent légerement dans les quatorze premiers jours pour ensuite augmenter
considérablement par la suite. Des analyses de I’ADNr 16S pratiquées sur les colonies
isolées pendant la fermentation ont révélé que le genre dominant était Staphylococcus spp
jusqu’au 14 °™ jour de fermentation et que les bactéries lactiques halophiles appartenant au
genre Tetragenococcus spp dominaient au 30 *™ jour et par la suite, tout au long de la
période de fermentation. Des observations similaires ont été faites sur du Budu, diminution
notable de la population bactérienne lors du processus avec majoritairement au départ
Micrococcus sp qui initie la fermentation avant d’étre peu a peu remplacée par des

Staphylococcus (Yuen et al., 2009).

Il parait cependant évident que 1’on ne puisse résumer la flore bactérienne de ces sauces
a quelgues genres ou espéces majoritaires, la réalité étant plus complexe. Ainsi, ce ne sont pas
moins de 224 isolats appartenant au genre Bacillus, Staphylococcus, Micrococcus, Streptococcus,
Corynebacterim, Pseudomonas, Achromobacter et Alcaligenes qui ont été trouvés dans des
échantillons de poissons fermentés avec majoritairement Bacillus spp (48,7%) et Staphylococcus
spp (27,3%) (Anihouvi et al., 2007). Le suivi de cette population au cours du procédé a révélé
gue pendant la fermentation, Bacillus subtilis, Bacillus licheniformis, Staphylococcus lentus,
Staphylococcus xylosus et Micrococcus luteus étaient les souches les plus représentatives. Les
Bacillus spp, Staphylococcus spp et Micrococcus spp initiaient la fermentation, mais les

Micrococcus spp peu nombreux disparaissaient apres 4 jours.

Bien souvent 1’étude de ces flores particuliéres permet la découverte de nouvelles
especes bactériennes comme le montre 1’étude de Ling et al., (2011) portant sur du Jeotgal,
(produit coréen a base de poisson fermenté), dans laquelle 104 especes appartenant a 47

genres et 31 espéces précédemment inconnues ont pu étre isolées.
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1.4.  Accélération du procédé de fabrication

1.4.1. Enzymes endogénes et ajout d’extraits dans la production de la sauce de

poisson

Au cours de la production de sauce de poisson, 1’hydrolyse des tissus semble étre
principalement un processus autolytique di aux enzymes endogenes du poisson (Beddows et
al., 1979). Orejana et Liston, (1981) ont établi que la trypsine et les enzymes de type trypsine
étaient les principaux agents de la protéolyse dans la production de Patis et que, compte tenu
de la forte salinité, les bactéries et leurs enzymes ne jouaient qu’un réle mineur. Néanmoins,
les enzymes endogénes des poissons peuvent étre elles aussi inhibées notamment par la forte
concentration en sel. De plus cette inhibition semble varier considérablement selon les

différentes especes de poisson.

Siringan et al., (2006a) ont rapporté que 1’activité autolytique des anchois indiens
diminuait avec 1’augmentation de la concentration en NaCl et que 1’activité autolytique en
présence de 25% de NaCl correspondait a environ 52% de l'activité d'un témoin sans sel. Cette
action protéolytique en milieu salé peut poser probléme comme par exemple la capacité a
dégrader les protéines dans des filets d’anchois salés commerciaux ou la teneur en sel est

classiquement de I’ordre de 16% (Ishida et al., 1994)

Lors d’une étude, Klomklao et al., (2008) ont montré que les protéases endogenes de la
sardine pouvaient hydrolyser les protéines musculaires, méme avec une concentration en sel
élevée, mais dans une proportion moindre qu’en absence de sel. lIs ont mesuré que plus de 50%
de I’activité autolytique était ainsi conservé en présence de 10 a 25% de NaCl et que cette
activité avec 30% de NaCl représentait encore environ 15% de celle d'un échantillon sans NaCl.
Il a donc été suggéré que les protéases endogénes de la sardine pouvaient étre utilisées pour
accélérer la production de sauce de poisson. C’est parfois le cas, ou un extrait visceral de
sardines, contenant de nombreuses protéases, est utilise en supplémentation lors de la
préparation de la sauce de sardines. Pour ce faire, la chair est incubée avec 1’extrait viscéral
pendant 5 heures a pH 8,0 et a 50°C. Le mélange est ensuite clarifié par centrifugation, 25% de
NaCl sont alors ajouté et le tout mis a fermenter. L analyse du produit final ne fait pas ressortir
de différences biochimiques et sensorielles significatives par rapport a une sauce non

supplémentée (Yoshinaka et al., 1983). Dans une autre étude, les auteurs ont considérablement
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réduit le temps du procédé en ajoutant au milieu des broyats de rate de thon ou de rate de sardine

riches en trypsine et chymotrypsine (Klomklao et al., 2006c¢).

Lors d’une étude sur la fermentation du Patis Orejana et Liston (1981) ont montré que
I’activité trypsique augmentait pour atteindre un maximum dans le premier mois, mais ensuite
diminuer considérablement. Ils ont également montré que la digestion des protéines lors de la
fermentation de la sauce de poisson était considérablement réduite lorsque la trypsine était
inhibée par 1’addition d'un inhibiteur. Ils ont ainsi mis en évidence 1’action de la trypsine dans
solubilisation des tissus et la digestion des protéines et ce malgré une activité partiellement
inhibée par le sel. Ces auteurs expliquent que la diminution de I’activité de la trypsine dans le
Patis peut étre causée par I’accumulation de produits finaux (peptides de petites tailles et acides
aminés), par des inhibiteurs de sang de poisson ou par des substances produites par des
bactéries. Uhe et al., (1995), ont eux estimés que la chymotrypsine jouait probablement un réle
encore plus important que la trypsine pendant la fermentation puisque elle était plus active dans
des conditions neutres ou d’acides faibles or le pH d’une sauce de poisson passe d'un pH neutre
a un pH acide lors de la fermentation (Lopetcharat et al., 2001). Chaveesuk et al., (1993) ont
rapporté que 1’addition de trypsine et de chymotrypsine pouvait accélérer la fermentation de la

sauce de poisson de hareng et réduire jusqu’a 2 mois le temps de fermentation.

En dehors de la trypsine et de la chymotrypsine, des cathepsines notamment les A et D
sont également impliquées dans I’hydrolyse des protéines au cours de la fermentation. Si 1a
trypsine et la chymotrypsine sont généralement actives dans un milieu neutre, les cathepsines
le sont dans un milieu acide. Par conséquent, pendant les premiéres étapes de la fermentation,
ce sont la trypsine et la chymotrypsine qui interviennent dans I’hydrolyse des protéines puis

ensuite c¢’est au tour des cathepsines lorsque le pH devient acide.

Si, selon Del Rosario et al., (1984), les cathepsines B et D possederaient des effets
négligeables dans cette hydrolyse, en revanche, la cathepsine L et les enzymes métallo-
protéases semblent jouer un réle important (Lopetcharat et al., 2001). D’apres Tungkawachara
et al., (2003), la température a laquelle se déroule la fermentation semble étre le paramétre le
plus influent sur I’activité de ces enzymes. Ils ont ainsi mis en évidence que lors de la production
d’une sauce de merlu du Pacifique & 30°C, I'activité de la cathepsine H et de la cathepsine L
étaient extrémement faibles (température optimale de 20°C et 55°C respectivement) tandis que
la cathepsine B était la plus active (température optimale entre 20 et 37°C).
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Pour augmenter ’activité protéolytique des enzymes des poissons, certains activateurs
tels le calcium peuvent étre ajoutés méme si les effets ne sont pas toujours compris et maitrises
(Anetal., 1994). Yoshinaka et al., (1983) ont ainsi montré que le calcium protégeait la trypsine
contre I’autodigestion et qu'il augmentait aussi légérement son activité protéolytique. A une
concentration inférieure a 1 uM, le calcium n’a aucune influence sur 1’activité des extraits de
rate, quelle que soit I'espece de poisson, mais lorsque la concentration en calcium dépasse 1
uM, I’activité des protéases semble augmenter (Klomklao et al., 2004). Toutefois, Gildberg,
(2001) rapporte que I'ajout de chlorure de calcium a une concentration supérieure a 2 UM n'a
aucun effet sur la sauce de poisson produite a partir de capelan du sud Arctique et sur les

intestins de la morue de 1’ Atlantique.

1.4.2. Ajout d’enzymes

Les enzymes sont des catalyseurs biologiques capables d’accélérer les réactions
chimiques et sont utilisées comme des outils biologiques pour améliorer les opérations de
traitement des aliments ou la qualit¢ des aliments. L’utilisation d’une enzyme en tant
gu'adjuvant présente un certain nombre d’avantages par rapport a 1’emploi de produits
chimiques (grande specificité, efficacité de catalyse a des températures modérées etc.), tout en
étant écologique. En fonction de leur origine, 3 catégories d’enzymes peuvent étre identifiées :
animale, végétale et microbienne (Tableau 1.3). Ces dernieres étant actuellement les plus
développées par les industriels du secteur, car elles présentent de nombreux avantages :

production contrblée, extraction facilitée, modification génétique...
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Tableau 1.3

Utilisation des enzymes dans la production de sauce de poisson

Enzyme Nature Poisson Références

Papaine Végétale - Guevara et al., (1972)
Bioprase Microbienne - Murayama et al., (1962)
Pronase

Pronase Microbienne Anchois Miyazawa et al., 1979
Koji (Aspergillus

oryzae)

Bromélaine Végétale Ikan bilis Beddows et Ardeshir,
Papaine (anchois séché) (1979)

Ficine

Papaine Végétale Sardines Ooshiro et al., 1981
Bromélaine Végétale

Trypsine Animal

Pronase Capelan Raksakulthai et al.,
Trypsine Animal (1986),

Chymotrypsine

Trypsine Animal Hareng Chaveesuk et al., (1994)
Chymotrypsine

Pronase Microbienne - Aquerreta et al., (2001)
Neutrase

Flavourzyme Calmar Xu et al., 2008

Koji (Aspergillus Microbienne

oryzae)

Koji Microbienne Salmon Kaoru et al., 2006.
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Tous ces travaux mettent en évidence que si I’apport d’enzyme exogene favorise la
liquéfaction des matériaux et donc accélérent le processus d’élaboration des sauces cela se ne
s’accompagne pas toujours de la formation des ardmes et des saveurs traditionnels qui

finalement détermineront la valeur marchande du produit

C’est en 1962 que Murayama et al., ont pour la premiére fois montré que 1’ajout
d’enzymes exogeénes (en 1’occurrence de la bioprase et de la pronase) était a méme de
réduire sensiblement la durée de fermentation et que la sauce de poisson obtenue était de
bonne qualité. De tres nombreux travaux ont suivi portant sur la réduction du temps de
fabrication et/ou I’amélioration de la qualité du produit fini. Guevara et al., (1972) ont ainsi
utilisé la papaine dans la production de Patis ; la durée de fermentation a été réduite a 4-7
jours, sans effet négatif sur la saveur de la sauce. Des anchois japonais ont été fermentés
avec 20% de sel et en présence de koji (35%) ou de pronase (0,5%) et conservés a 30°C
pendant 150 jours (Miyazawa et al., 1979). L ajout de "koji" a eu un effet prononcé sur la
liquéfaction des protéines et la formation d’acides aminés libres, mais I’effet du pronase
sur I’hydrolyse des protéines a été négligeable. Beddows et Ardeshir, (1979a) ont étudié
I’influence de la bromélaine, la papaine et la ficine sur I'hydrolyse des protéines en utilisant
de I'ikan bilis (anchois séché) haché. La bromélaine a donné de meilleurs résultats que la
papaine ou la ficine, avec de plus grandes quantités de protéines de poissons solubilisées.
Les composés azotés étaient de nature similaire a ceux produits avec les méthodes de
fermentation traditionnelles, mais le produit final possédait moins d’ardme. D’autres essais
d’utilisation de la papaine, de la bromélaine et de la trypsine pour produire de la sauce de
poisson a partir de sardines, ont montré que les résultats étaient optimaux a 37°C et a pH
5,2, en utilisant 0,3% de papaine, et 25% de sel. Le produit obtenu avait une saveur et une
couleur satisfaisante, mais ne possédait pas I’ardme typique de la sauce de poisson (Ooshiro
etal., 1981). Pour Raksakulthai et al., (1986), I’addition de protéases, telles que la pronase,
la trypsine, la chymotrypsine augmente généralement la vitesse initiale d’hydrolyse des
protéines, mais ne donne pas un produit ayant une teneur en acides aminés libres beaucoup
plus élevée que celle des sauces sans ajout d’enzymes. Chaveesuk et al., (1994) ont étudié
I’effet de I’addition de trypsine et de chymotrypsine sur I’accélération de la fermentation
de sauce de hareng. Il en ressort que cet apport permet une réduction du temps de
fermentation d’environ deux mois. Qui plus est, les teneurs en azote total, en protéines
solubles, en acides aminés libres et en acides aminés totaux apparaissent sensiblement plus
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élevées que celles de la sauce de poisson non supplémentée en enzymes. Pour Aquerreta et
al., (2001) qui ont étudié 1’action de la Pronase, il est préférable de la laisser agir pendant
quelque temps avec une faible concentration de NaCl (5%) puis seulement apres ajuster la
concentration de sel a la valeur souhaitée. Enfin pour Xu et al., (2008) qui I’activité de
Flavourzyme dans le processus de fermentation du calmar est tres variable, elle commence
par décroitre pendant 10 jours pour ensuite remonter et atteindre son maximum au bout de

20 jours et finalement retomber.

1.4.3. Ajout de microorganismes

Tout comme il est possible d’utiliser des enzymes exogenes pour accélérer le processus de
fabrication des sauces, I’apport de microorganismes peut lui aussi permettre de réduire le temps

nécessaire a I’obtention d’un produit commercial.

L’accélération de la fermentation de la sauce de sardines par 1’ajout de bactéries halophytes,
(ici des Bacilluries isolées de sauce de poisson) a été pour la premiere fois étudiée par Ok et al.,
(1982). Un produit acceptable a ainsi pu étre obtenu au bout de seulement 3 mois de maturation.
Ces résultats ont ouvert la voie a la recherche de « ferments » a méme d’améliorer le procédé de

fabrication des sauces de poissons.

Anihouvi et al., (2007) préconisent par exemple d’utiliser une supplémentation en
Bacillus sp. et Staphylococcus sp. pour initier la fermentation. Yoshikawa et al., (2010a) eux
préferent utiliser C. versatilis, Z. rouxii et T. halophilus comme innoculum dés le démarrage
constatant que ces souches inihibaient le développement des microorganismes d’altération.
Akolkar et al., (2010) optent eux pour Halobacterium sp. SP1 tandis que Zaman et al., (2011)
préferent Staphylococcus carnosus FS19 et Bacillus amyloliquefaciens FS05. Malgré la trés
grande diversité des protocoles opératoires et des organismes étudiés, tous ces résultats
suggerent que 1’adjonction contrélée de microorganismes peut étre efficace non seulement pour

réduire la durée de fermentation, mais aussi pour améliorer la qualité des produits finis.

Il convient de noter ici que dans certains cas les microorganismes identifies comme
« ferment » potentiel ont fait ’objet d’étude visant a appréhender leur mode d’action. Fort
logiquement, des actions protéolytiques ont ainsi pu étre mises en évidence, et les protéases

associées parfois isolées. Par exemple, une protéase partiellement purifiée a partir d’une bactérie
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marine modérément halophile (Pseudomonas sp.) a été utilisée pour réduire le processus de
fermentation de la sauce de poisson (Nakano et al., 1986). Il s’est avéré que cette enzyme pouvait
raccourcir la durée de fermentation de 1,5 a 3 mois et que le produit obtenu contenait une teneur
élevée en acides aminés intéressants au niveau nutritionnel. Des tests sensoriels additionnels ont
montré que ce produit avait une saveur acceptable et qu’il était de bonne qualité par rapport aux

produits commerciaux.

Tableau 1.4 Utilisation des microorganismes dans la production de sauce de poisson

Microorganismes Type de sauce Références
Bacilluries Sardines Ok et al., (1982)
Pseudomonas sp. Nakano et al., 1986
Staphylococcus xylosus Maquereau Fukami et al., (2004)

Pampus argenteus

Cynoglossus arel

Halobacterium sp. Akolkar et al., (2010)
Scomberomorus
guttatus

Tetragenococcus halophilus Anchois Udomsil et al., (2011)

Yongsawatdigul et al.,

Virgibacillus sp (2007)

Yoshikawa et al.,

Halotolerant Salmon

(2010a)
Virgibacillus sp. Youngsawatdigul et
Irgibacillus sp. Anchois al., (2007)

Staphylococcus sp.
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Enfin il faut signaler que parfois ce sont a la fois des enzymes exogenes et des « ferments »
qui sont utilisés pour maximiser le procédé. C’est ce que présentent Youngsawatdigul et al., (2007)
dans une étude ou ils montrent qu’une sauce de poisson en tout point comparable a une sauce
traditionnelle peut étre obtenue en 4 mois si ’on y ajoute des protéases et un inoculum de

Staphylococcus sp. SK1-1-5.

1.5. Etude bibliométrique sur les sauces de poisson

Une étude bibliométrique sur les sauces de poisson a été réalisée via le Web of
Sciences (WOS) pour les publications dites de rang A.

L’évolution temporelle de ces publications est présentée sur la Figure 1.15
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Figure 1.15 Evolution temporelle des publications du WOS traitant des sauces de

poisson

Apres une premiére recherche dans le WOS a partir des termes : fish sauce / Nuoc mam
/ nampla / patis / shotturu / ngapi /fish fermentation / halophilic bacteria / enzyme / proteinase
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/ protease et un complément de références, 144 documents ont été retenus. Les données

couvrent la période de 1979 a 2014, certaines données incomplétes n'ayant pas été retenues.

Les auteurs sont de vingt-sept nationalités. Les plus nombreux sont les chercheurs
japonais (50), vient ensuite les thailandais (40), les sud-coréens (12) et les américains (10) pour
tous les autres pays, ce sont seulement 1 a 2 scientifiques qui travaillent sur le sujet. En Europe,

quelques rares études ont été publiées, notamment en Norvege, mais aucune en France.

Les 8 établissements les plus actifs dans le domaine sont japonais et thailandais.
L’Université de Tokyo (Japon) avec 18 articles est I’organisme qui a le plus publié sur ce sujet
suivie par I’université thailandaise de Suranaree Univ Ratchasima qui arrive en deuxieme
position avec 17 publications. L’Universit¢ de Bangkok (Thailande) et 1’Université de
Hokkaido (Japon) en ont 15 chacune. Tandis que I’Université de Prince Songkla (Thailande) et
le Japan Food Research Laboratories ont publié 10 et 9 fois respectivement. La Figure 17
représente le réseau de collaboration entre les organismes ayant au moins publiés deux fois sur
le sujet. On remarque que chaque grand « publiant » posséde son réseau propre de
collaborateurs et qu’au final peu de travaux communs sont réalisés entre eux a I’exception

notable des deux universités thailandaises.

Parmi les 144 publications étudiées certains concepts reviennent souvent (Figure
1.16), avec une plus forte prévalence pour "amine", glutamic”, "salt" et "volatile". Viennent

ensuite les termes "amino acid", "fermentation”, "fish sauce", "histamine" et "microorganism".
Suivent "protease”, "bacteria” et "enzyme". Enfin "ardéma", "bacillus subtilis", "biochimical"
et "odor". Leur évolution temporelle révéle que ces derniéres années, ce sont surtout les
concepts "amine", "fish sauce", "glutamic", "salt", "volatile”, "amino acid" et "histamine" qui

ont été étudiés.
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[AminE] | [Amino aCid] | Arginine | Aroma | Bacillus subtilis |

:BEC:EHE] | Biochemical | caclz | Casein | Degradation | :Enz*,fme] | Extracellular | Fatty acid

 [Fermentation] | [Fish sauce] | =-.. | [Glutamic]
| thalophile] | [HiSt@amine] | civaine | ayarovze | tneubztion | tndustial | ko |
Lysine | Maximal sciviey | | MICrOOrg@anisSm] | wolscusr ma== | nam | odor |
Phenotypic | Predominant | [Protease] | rutrescine | Raw matesial | Rena gene sequence |
[Salt] | ssrdine | Soybean | Starter culture | Subtilisin | Synthetic | Taste | Thailand |
Trestment | Tuna | Viscers | [Volatile] | veast | vield |

Figure 1.16  Cartographie des concepts de référence des 144 publications
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Figure 1.17 Réseau de collaboration entre les organismes ayant au moins 2 publication
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CHAPITRE 2. HYDROLYSE EN CONDITIONS HYPERSALINES DE LA SARDINE
(SARDINA PICHARDUS) ET DE L’ANCHOIS (STOLEPHORUS COMMERSONII) PAR
DES PROTEASES COMMERCIALES

2.1. Introduction

Ce chapitre est dédié a la conduite d’hydrolyses enzymatiques de sardines (Sardina
pilchardus) francaises et d'anchois bombra (Stolephorus commersonii) issus du Vietnam.
L’objectif de cette étude est de déterminer les parametres de 1’hydrolyse enzymatique en présence
de différentes concentrations en NaCl. Le but est de déterminer si des protéases industrielles
peuvent étre avantageusement utilisées dans la production de sauce de poisson. En effet, d’aprés
Saisithi (1994) cela n’a rien d’évident, car non seulement les enzymes commerciales sont chéres,
mais elles sont en plus généralement trés inhibées par de fortes concentrations en sel. Qui plus
est, non seulement le rendement en peptides, mais également les composants et les fonctions de
ces peptides sont influencés par I'enzyme utilisée dans I'hydrolyse des protéines. Aussi, est-il

nécessaire de choisir une enzyme appropriée pour réaliser I'hydrolyse, (Guo et al., 2009).

L’anchois est une espéce de poisson largement utilisées dans la production de sauce de
poisson traditionnelle, toutefois lors des essais en France I’approvisionnement en anchois n’a
pas été possible, il a alors été décidé de travailler sur un autre petit poisson pélagique de
composition proche, la sardine. Les expérimentations sont conduites au laboratoire tout en
gardant a ’esprit une éventuelle transposition possible au Vietnam sans trop perturber les

procedés traditionnels, pour cela 3 contraintes ont été fixées.

La premiére concernait la possibilité de pouvoir mener les hydrolyses en présence de sel,
élément indispensable a la production et a la conservation de la sauce de poisson (Aspmoa et al.,
2005). Le deuxieme critére impose consistait a réaliser ces expérimentations sans ajustement du
pH du milieu d’hydrolyse tel que pratiqué au Vietnam. Généralement, le pH du mélange
poissons/sel/eau est proche de la neutralité. Enfin le dernier critére imposé a été la température,
les sauces de poissons étant réalisées traditionnellement & D’air libre, la température de
I’hydrolyse est la température ambiante a savoir entre 30 et 35°C (Fukami et al, 2002). Compte
tenu de ces exigences, seules 4 proteases industrielles a large spectre ont été retenues pour la

suite de I’étude. 11 s’agit de Protamex, Protex 51FP, Protex 6L et Funal protéase.

52



Les hydrolyses ont été réalisées sur des durées de 3 et 6h ce qui n’est pas comparable a
ce qui se pratique lors de la production de la sauce de poisson, qui peut prendre jusqu'a six mois,
un an ou plus. Cependant, l'intérét était ici d’observer I'efficacité de ces protéases sur la phase

initiale du procéde a savoir la liquéfaction des matrices par hydrolyse des protéines.

2.2. Matériels et méthodes
2.2.1. Matériels biologiques

La sardine (Sardina pilchardus) est une espéce de poisson de la famille des clupeidae,
qui comprend également le hareng et lI'alose. Selon les régions, elle porte différents noms :
celan, célerin, pilchard, sarda ou sardinyola. Son nom d’origine grecque provient de

Sardaigne. C’est un poisson commun dans les eaux cotieres.

Pour chaque essai, environ 40 kg de sardines fraiches ont été commandés au Marché
d’Intérét National (MIN) de Nantes. Les poissons ont été fournis par les Pécheries Océanes
(Nantes, France). Péchées dans la journée et conservées sous glace. Les sardines ont été utilisées

entiéres lors des essais.

Figure 2.1 La sardine (Sardine pilchardus)

L’anchois bombra vient du nom anglais commerson’s anchovy, son nom scientifique est
Stolephorus commersonii. C’est une espece de poisson de la famille des engraulidae,
normalement ils ont une taille maximum de 20 cm, ils vivent dans les eaux cotieres jusqu'a

150m entre la surface et le fond
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Figure 2.2 L’anchois (Stolephorus commersonii)

Ces anchois ont été péches dans les zones maritimes de Nha Trang au Vietnam en avril
2013. Cent kilogrammes d’anchois ont ét¢ achetés au port de péche et transportés sous glace au
laboratoire, ou ils sont broyés. Chaque aliquote de 500g a été placé dans un sac plastique et

conserve a -20°C jusqu’a leur utilisation.

2.2.2. Matériel enzymatique

Les 4 enzymes sélectionnées sont toutes des protéases a large spectre produites par des
bactéries. A notre connaissance, elles n’ont jamais été étudiées pour produire de la sauce de

poisson en conditions « traditionnelles ».

2.2.2.1. Protamex

Protamex® est une enzyme industrielle produite par génie génétique par la firme Novozymes
A/S (Bagsvaerd, Denmark). Il s’agit d’un complexe peptidique de la classe des hydrolases
développé par plusieurs espéces de Bacillus pour I’hydrolyse des protéines destinées a
I’industrie alimentaire. Contrairement a d’autres endoprotéases, Protamex® a €été élaborée de
fagon a ne pas générer de peptides amers, méme lorsque les degrés d’hydrolyses sont faibles.
Protamex® correspond a un mélange des enzymes Alcalase et Neutrase. Du fait du mélange
enzymatique présent dans ce complexe, Protamex® posséde les numéros enzymatiques
suivants: EC 3.4.21.62 et EC 3.4.24.28. Les conditions optimales d’hydrolyse sont un pH
compris entre 5,5 et 7,5 et une température comprise entre 35 et 60°C. Protamex peut étre

inactivée par chauffage a 85°C pendant 10 min lorsque le pH est de 8.
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2.2.2.2. Protex 51FP

Protex 51FP est une enzyme industrielle produite par génie genétique par la société Genencor
International B.V, (Leiden, Pays Bas). C’est un mélange d'endo et d’exopeptidases issus a partir
de I'Aspergillus oryzae var. Les domaines d'application de Protex 51FP sont, la transformation
des protéines et la production d’aliments pour les animaux. Les conditions idéales d’hydrolyse
sont un pH compris entre 6,0 et 9,0 avec un optimum a 7,5 et une tempeérature comprise entre
25 et 60°C avec un optimum a 50°C. Protex 51FP peut étre inactivé par chauffage a 90°C

pendant 10 min.

2.2.2.3. Protex 6L

Protex 6L est également une enzyme industrielle produite par génie génétique par la société
Genencor International B.V, (Leiden, Pays Bas). C’est une protéase alcaline bactérienne issue
de Bacillus licheniformis. Les domaines d’application pour I’enzyme Protex 6L sont, la
transformation des protéines, la récupération d'argent a partir de matériaux de production
cinématographique et la production d’aliments pour animaux domestiques. Les conditions
idéales d’hydrolyse sont un pH compris entre 7,0 et 10,0 avec un optimum a 9,5 et une
température comprise entre 25 et 70°C avec un optimum a 60°C. Protex 6L peut étre inactivee
par chauffage a 80-85°C pendant 5 a 10 minutes

2.2.2.4. Fungal protéase

Fungal protéase (HU) est une enzyme dérivée de la moisissure d’Aspergllus oryzae var. C’est
une enzyme industrielle produite par la société BIO-CAT INC (New York, USA). L'enzyme
présente, a la fois des activités exo et endo-peptidase. Il s'agit d'un produit de qualité alimentaire
avec une large spécificité de substrat, capable d'hydrolyser efficacement la plupart des protéines.
Elle est active pour une plage de température de 25 a 60°C, avec un optimum a 50°C et dans une
gamme de pH de 6,0 29,0 avec un optimum a 7,5. La Fungal protéase est inactivée par chauffage
a 90°C pendant 10 minutes.
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2.2.3. Réalisations des I’hydrolyses
2.2.3.1. Hydrolyse de la sardine

Avant I’hydrolyse, la sardine est broyée par un mélangeur pendant une minute, ensuite
les poissons sont hydrolysés dans un systeme de réacteurs en verre, sous agitation et chauffage

contréles (Distek eévolution 6100, Figure 2.3).

Figure 2.3 Appareil pH star Distek évolution 6100

Pour chague enzyme, trois expériences différentes correspondant a trois concentrations
de sel (10, 20 et 30% NaCl (p/p)) sont réalisées. Chaque essai est mené sur 500 g de sardines
en présence de 20% d'eau (m/m). Ces essais ont pour objectif d'évaluer les activités des quatre
enzymes sélectionnées, en présence de différentes concentrations en sel et de les hiérarchiser

entre elles (Figure 2.4).

L’appareil Disteck est réglé a une vitesse de rotation de 350 rpm, et a une température
de 35°C. Le pH est laissé libre. Lorsque la température est atteinte dans le réacteur 1%
d’enzymes est alors ajouté au mélange sardine/eau/sel. L’hydrolyse est maintenue 3 heures.
Des prélevements de 40ml sont réalisés aux temps 0, 15, 30, 45, 60, 120 et 180 minutes et
rapidement inactivés 10 minutes a 90°C. Tous ces prélévements sont ensuite centrifugés 20
minutes a 10 000 g et 4°C, afin de pouvoir séparer les différentes phases (culot et surnageant)
qui seront analysées par la suite.
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Sardine
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Broyage

| | ' |

Protamex Protex 51FP Protex 6L Fungal protéase

—»| 10% NacCl —»| 10% NacCl —»| 10% NaCl L »| 10% Nacl

—»| 20% NaCl —»>| 20% Nacl —»| 20% NacCl L 5| 20% Nacl

—»| 30% NaCl —»| 30% NaCl L»| 30% NaCl L»| 30% Nacl

Figure 2.4 Premiere expérience d’hydrolyse de la sardine

Au vu des premiers résultats (cf2.3.2) et afin d’étre dans les conditions les plus proches
de la fabrication de la sauce de poisson traditionnelle, une deuxieme expérience est menée sur
I’hydrolyse de sardine par deux enzymes Protex 51FP et Protamex a 30°C (Figure 2.5). Huit
lots sont ainsi réalisés : quatre avec Protamex et quatre avec Protex 51FP, avec pour chacun
quatre concentrations de sel différentes (0, 10, 20 et 30% NaCl). Chaque réacteur contenant 500
grammes de sardines et 20% d’eau est mis sous agitation a 350 rpm. Lorsque la température
réactionnel atteint 30°C, 1% d'enzyme (Protex 51FP ou Protamex) est alors ajouté, le pH étant
laissé libre. Chaque essai est réalisé en triplicata. Des prélevements de 40ml sont réalisés au
temps d’hydrolyse 0, 15, 30, 60, 120, 180, 240 et 360 minutes et inactivés immédiatement a
90°C pendant 10 minutes. Les prélevements sont centrifugés (10 000 g, 4°C, 20minutes), afin
de séparer les différentes phases : culot (fraction insoluble) et surnageant (fraction soluble).

Tous les échantillons sont congelés a —20°C dans 1’attente de leur caractérisation.
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' 30% NacCl

Protex 51FP

—> 0% NaCl
— 10% NaCl
— 20% NaCl
— 30% NaCl

Figure 2.5 Deuxiéme expérience d’hydrolyse de la sardine

Au vu des résultats de cette 2"% expérience (cf 2.3.3) des essais complémentaires

d’hydrolyse de la sardine ont été effectués en présence de Protex 51FP (Figure 2.6), avec une

concentration en sel de 25% (correspondant a la fabrication de la sauce traditionnelle). Ces

essais ont été réalisés sur trois lots : témoin, TO (+s) et TO (-s). Le lot témoin est réalisé a partir
de 500 gammes de sardine, 100ml (20%) d'eau et 1259 (25%) de NaCl. TO (+s) est réalisé comme
le lot témoin, mais en présence de 5g (1%) d'enzyme Protex 51FP. TO (-s) est hydrolysé dans les

mémes conditions, mais sans ajout de sel. Ces essais sont réalises en triplicata. Les hydrolyses

sont menées a 30°C et 350 rpm. Des prélevements de 40ml sont réalisés aux temps 0, 15, 30, 45,
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60, 120 et 180 minutes et seront traités comme dans les deux premiéres expériences.

Sardine

l

Broyage

Témoin
500g sardine
100 ml I'eau
125g NaCl

Figure 2.6

TO (-s)
500g sardine
100 ml I'eau
5g Protex 51FP

2.2.3.2. Hydrolyse de ’anchois

Ces expériences sont similaires a celle réalisées sur la sardine, mais réalisées au
Vietnam, ou la sardine n’est pas disponible. Les hydrolyses de I'anchois ont été également
réalisées avec les deux enzymes Protex 51FP et Protamex, en presence de quatre concentrations
de sel (0, 10, 20, et 30% de NaCl) a 30°C, en triplicata (Figure 2.7). Cependant, les hydrolyses

ont été réalisées dans des récipients en verre résistant a la chaleur et la température de 30°C est

stabilisée grace a un réservoir thermostatique.

TO (+s)
500g sardine
100 ml I'eau
5g Protex 51FP
125g NaCl

Troisiéme expérience d’hydrolyse de la sardine
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Anchois

l

Broyage

/\

Protamex

— 0% NaCl

— 10% NaCl

— 20% NaCl

- 30% NaCl
Figure 2.7

Expérience d’hydrolyse de I'anchois

Protex 51FP

—> 0% NaCl

— 10% NaCl

—> 20% NaCl
> 30% NaCl
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2.2.4. Analyses biochimiques
2.2.4.1. Dosage de la matiere séche

La teneur en matiere seche des échantillons est déterminée par dessiccation a 1’étuve
a 105°C £ 2°C selon le mode opératoire suivant:

Environ 10 g de matiere fraiche sont déposés dans une coupelle. Soit m1 cette masse.
Apres séchage a I’étuve a 105°C pendant 24 heures, la coupelle est refroidie dans un
dessiccateur (pour éviter la réabsorption d’humidité). Le taux de mati¢re séche est déterminé

de la maniére suivante :

X : Teneur en matiere séche (%)

m, : Masse de la coupelle ()

M : Masse de la prise d’essai (g)

M, - Masse de la coupelle et de la prise d’essai apres séchage (g)

2.2.4.2. Dosage de la teneur en cendres

Pour déterminer la matiére minérale, I’échantillon est séché, prélevé, repesé et introduit dans
un creuset en céramique puis dans un four a moufle réglé a 600°C+5°C pendant toute une nuit.
A la sortie, le creuset est laissé a refroidir toujours dans un dessiccateur, puis la teneur en

matiére minérale est déterminée gravimetriqguement, de la méme maniere que la matiére séche.
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2.2.4.3. Dosage de la matiere organique

Le taux de mati¢re organique d’un échantillon est établi en soutrayant de la masse de cet

échantillon, les teneurs en eau et en cendres.

2.2.4.4. Analyse des lipides

Les lipides sont extraits selon la méthode de Folch (Folch et al., 1957). Cette technique
repose sur le principe d’extraction a froid des lipides par un mélange de solvants
méthanol/chloroforme (1/2, v/v). L’addition d’une solution aqueuse de NaCl a 0,9% (p/v)
favorise 1’obtention d’un systeme biphasique. La phase supérieure constituée de méthanol et
d’eau contient les composés hydrophiles (glucides et protéines) tandis que les lipides sont

dissous dans la phase organique inférieure.

1 gramme d’échantillon sec ou 5 grammes d’échantillon humide sont pesés dans un
erlenmeyer de 250 ml. Les échantillons secs (correspondant aux fractions lyophilisées)
doivent étre préalablement réhydratés avant 1’extraction. Quatre volumes d’eau sont alors

ajoutés aux échantillons secs.

Vingt volumes de solution chloroforme/méthanol (2/1) sont ajoutés. Le mélange est
mis sous agitation pendant 60 minutes. Par filtration sur verre fritté, les composés solides non
lipidiques et non solubilisés dans le mélange de solvants sont éliminés. Le filtrat est alors
versé dans une ampoule a décanter. Une quantité d’eau salée (0,9% NaCl) est ajoutée a raison
de 20% du volume total de chloroforme/méthanol. L’ampoule est agitée jusqu’a émulsion
complete du mélange puis la décantation est réalisée pendant trois heures en chambre froide

a [’abri de la lumieére.

La phase organique inférieure est récupérée dans un ballon taré, évaporée a I’évaporateur

rotatif, puis placée sous azote pour éliminer toute trace de solvant. Aprés évaporation totale du
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solvant, le ballon contenant I’extrait lipidique est pes¢. La phase aqueuse supérieure est éliminée.

La teneur en lipides est calculée selon la formule suivante :

x(%) =2 4100
mO

m, : Masse d’échantillon (g)
m, : Masse du ballon vide ()

m, : Masse du ballon contenant I’extrait lipidique aprés évaporation du solvant (g)
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2.2.4.5. Analyse des protéines-brutes

La teneur en azote total est déterminée par la méthode de Kjeldahl. L’échantillon est

minéralis¢é a I’aide d’acide sulfurique (H,SO,) concentré en présence d’un catalyseur

(K2S04/CuSOs avec le taux 5/2). L’azote organique est transformé en sulfate d’ammonium

((NH,),S0,), et libéré ensuite sous forme d’ammoniac par la soude (NaOH) concentrée (10M).

L’ammoniac fixé par ’acide borique est ensuite titré avec de I’acide chlorhydrique (HCI) 1N.

N organiques + Ho.SOs  ——= (NH4)2S04 + H,0+ CO,+ Produits secondaires

(NH,),SO4 + 2 NaOH — Na,SO,+ 2 NH;+ 2 H,0O
NH,+2H,BO, — NH,*+H,BO; + H,BO;
NH4++ HzBO3_+ HCI —_— NH4CI+ H3803

Environ 1 gramme de matiere séche (MS), ou 4 grammes de matiere fraiche (MF) sont
introduits dans des tubes a minéralisation. Une pastille de minéralisation et 20 ml d’acide
sulfurique concentré sont ajoutés dans les tubes. Puis les tubes coiffés de leurs capteurs de
fumée sont mis a chauffer progressivement jusqu’ a 450°C. Lorsque la solution est devenue
vert pale, la minéralisation est arrétée. Apres refroidissement des tubes, les capteurs de fumée
sont rincés avec de 1’eau récupérée dans les tubes. Le contenu des tubes est mis en solution avec

20 ml d’eau, puis installé dans I’unité de distillation.

Dans un erlenmeyer de 250 ml, 20 ml de solution d’acide borique a 4% contenant
un indicateur coloré (vert de bromocrésol et rouge de méthyle) sont versés. L’erlenmeyer
est ensuite installé dans I’unité de distillation en prenant bien soin a ce que la tige plonge

dans la solution.

L’échantillon minéralisé est neutralisé a 1’aide de soude 10N de fagon a obtenir un
volume total de 80 ml. La distillation est réalisée et stoppée lorsque le volume de distillat atteint
150ml. Le titrage de I’azote par I’acide chlorhydrique 1N est alors réalisé. Le volume ajouté est

noté v (en ml). La teneur en protéines brutes est déterminée en multipliant la teneur en azote
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total par le facteur 6,25, facteur utilisé pour la conversion de I’azote en protéine.

La teneur en azote total est donnée par la formule :

1,4xv
m

%N =

V : Le volume de HCI 1N

m : La masse d’échantillon introduite dans le tube

2.2.4.6. Détermination du degré d’hydrolyse de ’hydrolysat

Le degré d’hydrolyse est défini par le nombre de liaisons peptidiques coupées (h) par
rapport au nombre total de liaisons peptidiques (htot) par unité de masse. A ’occasion de
chaque coupure d’une liaison peptidique, un groupe aminé libéré est forme. Le degré
d'hydrolyse est donc déterminé en mesurant la quantité de groupes aminés libérés. Le dosage
des groupes aminés libérés est basé sur la réaction entre le dinitrofluorobenzene (DNFB) avec
le groupe aminé des acides aminés (Goodwin, 1968). La réaction entre le DNFB et un acide
aminé libre produit un dériveé dinitrophénylé de couleur jaune. La densité optique est mesurée

par spectrophotométrie a 410 nm.

OZNQF + HzN_|CH_ — OZNQ NH—C|H—

NO2 COOH NO COOH

Apres centrifugation des prélévements réalisés au cours de 1’hydrolyse, le surnageant
est dilué au 1/500éme. 1ml de surnageant dilué est ajouté a 1ml de solution de tétraborate
Tétradécahydraté (3,80%). Apres agitation, 0,25ml de solution de 2,4-Dinitrofluorobenzene
(DNFB/éthanol avec le taux 0,013/1 de volume) sont ajoutés. Les échantillons sont chauffés

a 60°C pendant 10 minutes, puis refroidis sous 1’eau du robinet.

2 ml d'acide hydrochlorique 10N sont ajoutés pour arréter la réaction. Une courbe de
calibration est établie en utilisant la glycine comme référence (SIGMA, France). L'absorbance

est lue a 410 nm et le nombre de moles d’amine est ainsi déterminé. Une mole d’amine est
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égale a une liaison peptidique coupée.
Le degré d’hydrolyse est donné par le rapport (Ravallec-PI¢, 2000):

Nombre de moles d amines xdilution
DH(%) = x 100

Masse de protein (en g)dans 1 ml surnageant X hggex 103

htot correspond au nombre de liaisons peptidiques dans la protéine. Les valeurs sont
différentes suivant le matériel protéique utilisé. NOVO Nordisk préconise pour le poisson une

valeur de 8,6 milliéquivalent/g.

Le nombre de moles d’amine est déterminé en fonction de la gamme d’étalonnage :
préparation de la solution mére a 1ImM (Soit 75 mg de glycine dans 100ml) puis dilution de
cette solution au 1/10. Définir des plages de concentration de glycine de 0 & 1 pmol (volume
sol mére glycine (ml) + volume eau (ml) = 1ml de solution a concentration de glycine
déterminée), puis la mesure par I’appareil colorimétrique UV1800. Une équation de
régression linéaire sera construite sur la base des résultats obtenus, un coefficient R proche de

1 donnera un résultat acceptable.

2.3. Résultats des expérimentations sur la sardine

2.3.1. Composition proximale de la sardine
La composition biochimique des sardines est présentée dans le Tableau 2.1.

Tableau 2.1 Composition biochimique de la sardine (Sardina Pilchardus)

Contenus
Matieres
Humidité (%) Lipides (%) Protéines (%) Cendres (%)
Sardine 66,00£0,63 13,46+0,25 15,96+0,27 2,74+0,45
Sous-produit  67,30+0,70 14,50+2,10 12,70+0,80 4,90+0,90
de la Sardine”
Viscéres de la 77,65+0,00 4,90 + 0,10 15,8+ 1,10 1,90 £ 0,00

sardine™

* Batista et al., (2009) ; ** Dumay et al., (2006)
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Le taux d’humidité trouvé est similaire a celui des sous-produits de sardine annoncé
par Batista et al., (2009), mais moindre que celui trouvé dans les viscéres de sardine (Dumay

et al., 2006). Ceci s’explique par la moindre proportion de matiére grasse dans les viscéres.

En ce qui concerne les protéines, le taux de 16% est équivalent a celui annoncé par
Dumay et al., (2006) pour les visceres, mais un peu supérieur a celui trouvé pour les sous-
produits. Enfin la teneur en cendres trouvée est intermediaire a celle des visceres ou des sous-

produits

2.3.2. Activité des quatre enzymes commerciales en présence de quantités variables
de NacCl

Cette série d’expériences visait a ¢établir le comportement des quatre protéases
industrielles sélectionnées sur 1I’hydrolyse de la sardine selon les conditions opératoires imposées
par les procédés traditionnels : forte concentration en sel, température ambiante et pH libre
(Figure 2.8). L’activité enzymatique est essentiellement évaluée par la mesure du degré

d’hydrolyse (DH).

En effet, le degré d'hydrolyse est une mesure de I'ampleur de la dégradation de I'hydrolyse
d'une protéine, il est I'indicateur le plus largement utilisé pour la comparaison des hydrolysats de

protéines (Bougatef et al., 2010).

Les cinétiques sont typiques a savoir une phase rapide d’hydrolyse (ici 15 minutes)
suivie d’un ralentissement. Cependant, méme apres trois heures de réaction, et, quelles que
soient les conditions, aucune enzyme ne semble avoir fini d’hydrolyser les protéines
puisqu’aucune phase plateau n’est observée. Cela démontre que le DH maximal n’a jamais
été atteint et qu’il conviendrait de prolonger les expérimentations pour déterminer le taux
d’hydrolyse maximal que ces enzymes peuvent offrir dans ces conditions. Néanmoins, quelle

que soit I’enzyme, I’hydrolyse parait affectée par la teneur en sel.
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Figure 2.8 Evolution temporelle du degré d’hydrolyse de la sardine en
présence de trois concentrations de sel (10, 20 et 30% de NaCl) et de quatre

enzymes ; (a) Protex 51FP, (b) Protex 6L, (c) Protamex et (d) Fungal protéase

En effet, les valeurs de DH s’avérent inversement proportionnelles aux concentrations
en sel. Protex 51FP semble étre I’enzyme dont 1’activité est la moins perturbée par une
augmentation de 10 a 30% du NaCl puisque le DH mesuré au bout de trois heures ne diminue
« que » de 36% (22,5 - 14,3) (Figure 2.9). Viennent ensuite Protamex (-47%), Fungal
protéase (-55%) puis Protex 6L qui est la plus affectée (-70%). Par ailleurs, il apparait trés
clairement que pour une méme concentration de NaCl, toutes les enzymes ne sont pas

équivalentes entre elles.
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Figure 2.9 Degré d’hydrolyse obtenu avec les quatre enzymes en fin d’hydrolyse

Ainsi, quelle que soit la teneur en sel, parmi les quatre enzymes, Protex 51FP est
toujours celle qui hydrolyse le plus la sardine, dans les conditions fixées, avec des DH au bout
de trois heures de 22,5, 18,28 et 14,35% pour 10, 20 et 30% de NaCl respectivement (Figure
2.9). A I’inverse, la Fungal protéase est I’enzyme qui donne les moins bons DH 4 trois heures
quelle que soit la concentration en sel utilisée (11,4 ; 9,3 et 5,9% avec 10, 20 et 30% de sel,
respectivement). Protex 6L et Protamex donnent des resultats intermédiaires avec cependant
une inversion de leur classement en fonction des conditions. Ainsi & 10% de NaCl, Protex 6L
apparait plus efficace, a 20% les deux enzymes ont une activité protéolytique du méme ordre
a 30%. Il convient de noter qu’en présence de 20% de NaCl le taux d’hydrolyse de la sardine
pour ces deux enzymes et équivalent a celui obtenu avec Protex 51FP, mais avec 30% de
NaCl.

Il est trés difficile de comparer ces résultats a ceux de la littérature tant les conditions
utilisées sont différentes. Ainsi pour ce méme substrat, a savoir la sardine, Kechaou et al., (2009
et Batista et al., (2009) indiquent que c’est I’alcalase qui donne les meilleurs résultats, tandis
que pour Dumay et al., (2006) cette enzyme est moins active que Protamex. Dans une autre
étude, Jia et al., 2010 rapporte que parmi plusieurs enzymes c’est Protamex qui donne la valeur
de DH la plus élevée (29,78%) aprés 6 h d’hydrolyse de peau de lieu d’Alaska. Hathwar et al.,
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2011 ont eux montré, en testant quatre enzymes commerciales sur des déchets de deux espéces
de carpes Catla (Catla Catla) et Rohu (Labeo rohita), que c’était la Fungal protéase qui donnait
le DH le plus élevé (49,10%) suivi de Protex 7L (environ 45%) tandis que les enzymes alcalase
et neutrase hydrolysaient plus faiblement. Cette grande variabilité de résultats illustre

parfaitement 1’influence de trés nombreux paramétres et ne permet donc guere de comparaison.

D’autre part il convient également de tenir compte de 1’activité protéolytique des enzymes
endogeénes qui n’ont pas été inactivées et qui se trouvent dans des conditions de pH et de
température quasi optimales. Comme 1’ont montré Noda et al., (1982) trois protéases alcalines (I,
Il et 111) sont présentes dans le ceecum pylorique de la sardine. Le type | est une protéase alcaline,
le type 11 une enzyme chymotrypsine ionique et le type 111 une enzyme trypsine ionique. L'activité
protéolytique de ces trois enzymes est inhibée différemment en fonction de la concentration de
NaCl ajoutée. La protease alcaline de type I est instable quand la teneur en NaCl dépasse 15%,
tandis que la trypsine est encore stable avec 25% de NaCl et ce méme a bout de trois mois. Quant
a I’activité de la chymotrypsine elle est inhibée a partir de 20% de sel.

Ces premiers essais montrent que c’est la protéase Protex 51FP qui donne les meilleurs
résultats quelle que soit la concentration en sel et qu’a I’inverse la Fungal protéase soit la moins
efficace. Avec 10% de NaCl, le DH le plus élevé est obtenu avec Protex 51FP, suivi de Protex
6L, Protamex et enfin la Fungal protéase. A 20% de NaCl, aucune différence significative n’est
observée entre Protex 6L et Protamex. Par contre a 30% de sel la valeur du DH pour Protamex
est plus élevée que pour Protex 6L. Ces résultats laissent a penser que la tolérance au sel de
Protamex est meilleure que celle de Protex 6L. Elle serait donc plus adaptée pour la production

de la sauce de poisson, qui nécessite la présence d’une quantité de sel d’environ 20 a 30%.

Protex 51FP donnant des valeurs élevées de DH pour toutes les concentrations en sel et
Protamex donnant une bonne activité a des concentrations élevées en sel, ce sont ces deux

enzymes qui sont retenues pour la suite des expériences.

2.3.3. Hydrolyse de la sardine par Protex 51FP et Protamex

Afin de compléter ces premiers résultats une série d’hydrolyse avec les deux
enzymes : Protamex et Protex 51FP, toujours en présence des mémes quantités de NaCl a

été réalisee. Le temps de la réaction a éte étendu a 6 heures et la température légérement
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augmentée (35°C au lieu de 30°C) afin de se retrouver dans les conditions les plus proches
de la fabrication de la sauce de poisson traditionnelle. Ces expérimentations devraient
permettre d’identifier laquelle de ces deux enzymes est la plus adaptée pour entrer dans le

procédé de de la sauce de sardine.

2.3.3.1. Bilan massique des différentes phases obtenues aprés hydrolyse de la

sardine

La répartition de chaque phase résultante de la centrifugation a savoir culot et surnageant

est indiquée sur la Figure 2.10 (a) pour Protex 51FP et Figure 2.10 (b) pour Protamex.

Pour les deux enzymes 1’avancement de la protéolyse entraine une solubilisation de la
matiére qui se traduit par une augmentation de la quantité de surnageant et une réduction de la
phase insoluble. Néanmoins, les deux enzymes ne se comportent pas de facon identique surtout
en présence de sel avec 1’apparition plus ou moins rapide d’une phase de plateau illustrant

I’incapacité a obtenir plus de maticre soluble dans la phase liquide.

Avec Protex 51FP et en absence de sel, la quantité de surnageant dans le milieu
d’hydrolyse est, des le début, plus importante que dans les autres expériences avec sel (37+2%).
Cette proportion augmente ensuite pour atteindre un plateau au bout de trois heures (58%). Il
semble a la vue de ces résultats que trois heures suffisent a Protex 51FP en absence de sel et a
35°C pour solubiliser la sardine. En présence de 10% NaCl, le taux de solubilisation est plus
faible au départ, mais il augmente beaucoup plus rapidement que sans sel pour atteindre un plateau
au bout de deux heures avec une valeur sensiblement identique a la précédente (56 + 3)%.
L’augmentation de la teneur en sel (20 et 30% de NaCl) semble affecter le fonctionnement de
Protex 51FP puisque les cinétiques de solubilisation sont beaucoup plus longues, aucun plateau
n’est atteint méme apres six heures et les valeurs finales obtenues sont plus faibles (46% et 39%
respectivement). Il ressort donc que dans toutes les conditions d’hydrolyse, Protex 51FP permet

I’augmentation de la quantité de surnageant en fonction du temps, mais que cette solubilisation
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de la sardine soit plus ou moins rapide et efficace selon la concentration en sel.
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Figure 2.10 Evolution du culot et du surnageant lors de I'hydrolyse de la sardine

par I'enzyme Protex 51FP (a) et Protamex (b) (température 30°C, pH libre, 350 rpm,
360 min d’hydrolyse)

0 % NaCl: 500g de sardine, 100ml (20%) d’eau, 5g (1%) de Protex 51FP
10% NaCl : 500g de sardine, 100ml d’eau, 5g de Protex 51FP et 50g de NaCl
20% NaCl : 500g de sardine, 100ml d’eau, 5g de Protex 51FP et 100g de NaCl
30% NaCl : 500g de sardine, 100ml d’eau, 5g de Protex 51FP et 150g de NaCl

Les expérimentations avec Protamex donnent des résultats similaires dans le sens ou,
quelle que soit la concentration en sel, il y a augmentation du surnageant et diminution du culot
dans le milieu au cours du temps.

En absence de sel, la proportion de surnageant dans le milieu est trés élevée dés le debut

de I’hydrolyse (50%) et augmente régulierement pour atteindre une valeur de (63%) a 360
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minutes. Aucune phase plateau n’est observée méme apres six heures de réaction. Lorsque 10%
de NaCl sont ajoutés 1’action de Protamex est trés fortement affectée puisque, un plateau
apparait au bout de seulement deux heures avec un taux de solubilisation plus faible que dans

I’expérimentation précédente (57%)

L’augmentation de la teneur en sel (20% et 30%) ne fait que renforcer cette observation
a savoir une solubilisation moindre de la sardine par Protamex et une phase plateau atteinte
rapidement (entre deux et trois heures). Tout comme Protex 51FP, Protamex est a méme de
solubiliser la sardine méme en présence de sel et a 35°C. Cependant, le fonctionnement de cette
enzyme apparait trés perturbe dés que la teneur en sel augmente. Cela se traduit par des taux de
solubilisation moindres et par I’observation d’une phase plateau assez rapidement (entre deux

et trois heures).
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B Protamex ®Protex 5S1FP

Figure 2.11 Pourcentage de surnageant obtenu apres hydrolyse de la sardine par

I’enzyme Protamex et Protex 51FP a 360min d’hydrolyse

a, b, ¢, d, e : différences significatives et signification statistique (p<0,05) pour le
pourcentage de surnageant apres hydrolyse de la sardine entre Protex 51FP et
Protamex,

La Figure 2.11 illustre le taux de solubilisation de la sardine observé a la fin des
expérimentations (360 minutes) pour les deux enzymes en fonction de la teneur en NaCl. Quelle
que soit I’enzyme, ce taux apparait inversement proportionnel a la teneur en sel du milieu. Par

contre, a I’exception des deux expériences conduites en I’absence de sel, pour toutes les autres,
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aucune différence significative n’est observée entre les deux enzymes aprés six heures de
réaction. Sur cette simple base il n’apparait donc pas possible de choisir entre Protex 51FP et

Protamex pour solubiliser la sardine en présence de sel.

2.3.3.2. Matiere organique en solution dans le surnageant apres hydrolyse de la
sardine

50% -

@]
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OO’;) T T T T T T 1
0 60 120 180 240 300 360
Temps d'hydrolyse
o Protext SIFP (0%MaCl) e Protex SIFP (10%MaCl) e Protes S1FP (20%NaCl) e Protesz SIFP (30%1NaC1)

= =l = = Protamez (0% MaCl) = =i = = Protames ( 10%:MaCly = = i = = Protamex (20%MaCl) = == = Protames (30%:MaCl)

Figure 2.12 Matiére organique en solution dans le surnageant aprés hydrolyse de

la sardine par les enzymes Protamex et Protex 51FP

La présence de NaCl dans les échantillons fausse 1’analyse de la solubilisation de la
matiere par mesure de la distribution de la matiere seche comme il est d’usage de le faire. En
effet, comme décrit dans la partie précédente, la proportion de surnageant augmente au cours
du temps, mais les plus grandes valeurs sont observées dans les échantillons contenant le plus
de sel. Ceci s’explique par la solubilisation d’une grande partie du sel ajouté au milieu
augmentant donc de facto la teneur en matiére seche des prélévements. Afin de s’affranchir de

cela, il a été décidé de suivre la distribution de la matiere organique (MO) en lieu et place de la
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matiere seche. Les résultats analytiques correspondants sont illustrés sur la Figure 2.12.

Quelles que soient les conditions, la valeur de MO soluble augmente avec 1’avancement
de la réaction reflétant bien 1’action positive des enzymes sur la solubilisation de la matiére
premiére, notamment par leur activité protéolytique, qui conduit a la formation de peptides

potentiellement plus solubles que les protéines natives (Kechaou et al., 2012).

Néanmoins, comme pour le bilan massique, les valeurs de MO différent en fonction des
concentrations de sel avec la encore une relation inversement proportionnelle. Ceci peut
s’expliquer par I’inhibition probable des complexes enzymatiques utilisés ici en présence de
fortes proportions de NaCl. En effet comme cela a été décrit a quelques reprises, ces enzymes
industrielles ne sont pas aussi halotolérantes que les enzymes extraites des bactéries halophiles
et voient donc leur activité plus ou moins rapidement décroitre des lors que la teneur en sel
augmente (Beddows & Ardeshir, 1979; Miyazawa et al., 1979; Chaveesuk et al., 1993;
Raksakulthai et al., 1986).

Avec Protex 51FP, les cinétiques de solubilisation sont classiques a savoir une forte
augmentation initiale puis un ralentissement conduisant a I’obtention d’un plateau en général
au bout de quatre heures. Les valeurs maximales de matiére solubilisée sont inversement
proportionnelles a la teneur en sel. Deux hypothéses peuvent expliquer cela. La premiére est
une possible inhibition de 1’enzyme par les produits formés durant la premicre partie
d’hydrolyse, ces produits agissant comme substrat en concurrence avec les protéines de poisson
non digérées ou partiellement digérées (Souissi et al., (2007). La deuxiéme est que la présence
de sel concurrence directement le passage en solution des composés hydrolyseés, plus il y a de
sel moins le milieu est & méme d’absorber des composés, le sel passant prioritairement en
solution. Il conviendrait pour statuer d’effectuer des analyses complémentaires par exemple la
mesure du DH (2.3.3.3) qui permettrait de voir si I’activité de Protex 51FP est ou non arrétée

(inhibition ou dénaturation) lorsque le plateau est atteint.

Les cinétiques de solubilisation de la matiere organique de la sardine sous ’action de
Protamex ont la méme allure a savoir une solubilisation forte au départ puis un ralentissement
voir un plateau (pour au moins les essais avec 10 et 20% de NaCl). La relation inverse entre
teneur en sel et matiére solubilisée est la aussi observée. Cependant, pour une méme teneur

en sel dans le milieu, il semble que la solubilisation soit moindre avec Protamex qu’avec
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Protex 51FP.

La Figure 2.13 illustre le taux de solubilisation de la matiere organique apres six heures
de réaction enzymatique. L’effet négatif du sel est bien visible quelle que soit ’enzyme puisque
chaque ajout de sel entraine une diminution notable de la matiere organique récupérée dans le
surnageant. Au final, ce sont prés de 60% de matiere organique en moins par rapport aux
témoins qui sont retrouvés dans la phase soluble lorsque le milieu contient 30% de NaCl
(18,26/44.17 pour Protex 51FP ; 17,26/42,86 pour Protamex)

Bien que pour toutes les conditions testées, Protex51FP semble plus a méme de
solubiliser la sardine, les analyses statistiques révelent que ces différences avec Protamex ne

sont pas significatives (au seuil de 5%) sauf a 20% de sel.

S
= f ef
0% NaCl 10%NaCl 20%NaCl 30%NaCl
EProtamex 42.86% 34,18% 21.37% 17.26%
mProtex S1FP 44.17% 39.30% 27,29% 18.26%

Figure 2.13

360min d’hydrolyse de la sardine par les enzymes Protamex et Protex 51FP

Différence de matiere organique en solution dans le surnageant a

a, b, ¢, d, e: différences significatives et signification statistique (p<0,05) pour la valeur

de MO du surnageant apres hydrolyse de la sardine par Protamex et Protex 51FP,
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2.3.3.3. Mesure du degré d’hydrolyse

Le degré d'hydrolyse (DH) indique le pourcentage de liaisons peptidiques qui ont été
coupées lors de I’hydrolyse (Adler-Nissen, 1976). C’est I'un des paramétres de base qui décrit les
propriétés des hydrolysats et qui doit étre contrélé pendant I'nydrolyse de protéines. Cette mesure
est essentielle, car plusieurs propriétés des hydrolysats de protéines sont étroitement liées aux
DH. L'hydrolyse des liaisons peptidiques provoque plusieurs changements tels que
l'augmentation des groupes amines et carboxyles, ce qui augmente la solubilité. Le poids
moléculaire de la protéine diminue et la structure polymorphe est détruite, ce qui affecte les
propriétés fonctionnelles des protéines (Nielsen, 1997)

La Figure 2.14 (a) représente I’évolution du degré d’hydrolyse de la sardine au cours du
temps par 1’enzyme Protex 51FP. Les valeurs de DH augmentent fortement au début de la
réaction (pendant la premiére demi-heure), puis plus progressivement jusqu’a 360 minutes sans
jamais atteindre de plateau. Ces cinétiques sont relativement typiques des réactions de
protéolyse et ont été observées a de nombreuses reprises notamment sur des co-produits marins
y compris de sardine (Kechaou et al., 2009 ; Liaset et al., 2003 ; Quaglia & Orban, 1987). Cette
non-linéarité peut étre due a plusieurs facteurs. Ainsi, les peptides formés peuvent par exemple
provoquer des réactions hydrophobes ou des auto-associations entre peptides, conduisant a la
formation de peptides plus grands et entrainant une réduction de leur solubilisation dans la
phase liquide (Kechaou et al., 2012). Les produits d'hydrolyse peuvent devenir un substrat
concurrent des protéines non digérées ou partiellement digérées du poisson (Souissi et al.,
2007). Enfin, des interactions protéines-protéines peuvent étre induites, ce qui conduit a une
solubilité inférieure (Wachirattanapongmetee et al., 2009). Quoi qu’il en soit, I’absence de
plateau indique que dans ces conditions méme apres six heures, la protéolyse n’est pas terminée.
Cela permet donc de statuer quant a la non-dénaturation de Protex 51FP qui reste toujours active
méme en presence de 30% de sel. Néanmoins, il est clair que le NaCl influence négativement
I’action protéolytique de I’enzyme et que plus celui-ci est abondant moins elle est &8 méme de

couper les liaisons peptidiques.
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Figure 2.14

51FP (a) et Protamex (b) en présence de quantités variables de NaCl

Les cinétiques d’hydrolyse observées avec Protamex (Figure 14 b) sont du méme type
(hydrolyse rapide au début puis ralentissement) avec cependant un plateau qui semble étre
atteint au bout de quatre heures en présence de 30% de NaCl. La aussi, le sel perturbe
profondément la cinétique de protéolyse, avec une relation inverse entre la teneur en NaCl et le
nombre de liaisons peptidiques rompues par Protamex. L’observation d’un plateau, au bout de
240 minutes en présence de 30% de sel, semble indiquer qu’une limite ait ét¢ atteinte et que,

cette enzyme, dans ces conditions, ne soit pas capable de couper plus de protéines de la sardine.
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Compte tenu des conditions opératoires (présence de sel, basse température, pH libre), il
est trés difficile de comparer les valeurs de DH obtenues ici avec celles de la littérature.
Néanmoins, les degrés d’hydrolyse mesurés en absence de sel semblent cohérents et s’inscrivent
dans la gamme de DH préalablement observes pour ce type de matrice ou ce type d’enzymes
(Martinez-Montafio et al., 2010 ; Batista et al., 2009 ;Kechaou et al., 2009 ; Souissi et al., 2007 ;
Hathwar et al., 2011 ; Dumay et al., 2006 ; Dumay et al., 2006 ; Castro-Cesefia et al., 2012).
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02 NaCl 10%26NaCl 2026 NaCl 30%NaCl

EProtamex 20,40 18.67 15,90 11.85
mProtex S1FP 2916 27.16 22.34 19,62

Figure 2.15 Comparaison des degrés d’hydrolyse de la sardine obtenus a 360

minutes en fonction des différentes conditions opératoires (p<0,05)

Quelles que soient les conditions d'hydrolyse, les valeurs finales de DH obtenues en
présence de Protex 51FP sont statistiquement supérieures (p<0,05) (Figure 2.15) a celles en
présence de Protamex. Qui plus est, méme avec 10 ou 20% de sel, les degrés d’hydrolyse
mesurés avec Protex 51FP sont plus élevés que celui mesuré avec Protamex en absence de sel
et celui obtenu avec 30% de sel n’est pas statistiquement différent (19,62% / 20,40%). Si
Protex 51FP apparait donc plus active que Protamex pour hydrolyser la sardine dans ces
conditions, les deux enzymes sont tout de méme notablement affectées par la présence de
NaCl. Ainsi par comparaison avec une hydrolyse témoin (sans sel), les DH mesurés au bout
de six heures avec 30% de NaCl ont diminué de prés de 33% pour Protex 51FP (19,62 / 29,16)
et de 42% pour Protamex (11,85 / 20,40).
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2.3.3.4. Effet de la température sur la protéolyse de la sardine

Dans le domaine de la chimie, la régle de Van't Hoff dit que lorsque la température
augmente de 10°C, la vitesse de réaction chimique augmente de 2 a 4 fois. Toutefois, dans le cas
d’une 'hydrolyse enzymatique du poisson cette régle ne peut s’appliquer, car les protéines sont

altérées par les fortes températures.

Pour chaque enzyme industrielle, le fournisseur annonce une plage de températures
dans laquelle I'enzyme est fonctionnelle et suit globalement une allure gaussienne centrée sur
un optimum. Pour les deux enzymes étudiées, les expérimentations conduites se situant en

deca des optima, logiquement la sardine devrait étre plus hydrolysée a 35°C qu’a 30°C.

25 -
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<
o
A 10 -
5 i
0 _
1026NaCl 20%NaCl 30%NaCl
WProtex S1FP-35C 22,52 18,28 14,35
mProtex S1FP-30C 21.18 16,20 12,04
mProtamex-35C 17,92 14,58 9,35
Protamex-30C 12.33 10,69 8,72

Figure 2.16 Influence de la température sur le degré d’hydrolyse de la sardine

hydrolysée par les enzymes Protex 51FP et Protamex en présence de sel

C’est ce que confirment les résultats (Figure 2.16) avec pour toutes les conditions une
hydrolyse plus poussée lorsque la température augmente de 5°C (30 - 35°C). Par contre

curieusement ce gain n’est pas identique en fonction des enzymes et du taux de sel. Ainsi
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pour Protex 51FP, plus il y a de sel, plus I’effet positif de I’augmentation de température sera
notable : +6% a 10% NaCl, +13% a 20% NaCl et +19% a 30% NaCl. Pour Protamex, c’est
I’inverse a savoir : +45% a 10% NaCl, +36% a 20% NaCL et +7% a 30% NaCl.

Cela traduit une fois de plus le comportement différent de ces deux enzymes et
I’intérét de bien les étudier afin de décider laquelle des deux sera la plus appropriée pour étre
utilisés dans les procédés traditionnels de fabrication de sauce de poisson. Néanmoins, Protex
51FP apparait moins sensible a la variation de température étudiée et semble donc étre a priori

plus a méme d’étre utilisée en conditions naturelles ou la température n’est pas controlée.

Remarque : la non-répétition des expériences a 35°C empéche tout traitement statistique

2.3.4. Hydrolyse de la sardine par ’enzyme Protex S1FP

Dans les expériences précedentes, nous avons testé différentes concentrations en sel
(10%, 20% et 30%) sur 1’activité des enzymes. Au vu de ces premiers résultats, et afin de se
rapprocher de la fabrication traditionnelle de la sauce de poisson, un essai a 25% en sel est mis
en place. Celui-ci sera réalisé avec I'enzyme Protex 51FP qui semble la plus adaptée a travailler

dans ces conditions.

Un témoin, dans les mémes conditions que la méthode traditionnelle: poissons, 25% de
sel, 20% d'eau a 30°C, sera comparé a deux expériences supplémentées en Protex 51FP, avec
un échantillon a 25% de sel [TO (+s)] et un sans sel [TO (-s)].

2.3.4.1. Distribution de la matiére

Au cours de I’avancement de la réaction, une liquéfaction plus ou moins avancée de la
sardine survient sous l’action des enzymes endogenes et additionnelles dans certains cas.
Comme attendu sur ce type de matrices, trois phases peuvent ainsi étre identifiées et isolées par
centrifugation ; une phase huile qui surnage, une phase agqueuse qui contient les éléments
solubles et un culot contenant les éléments insolubles (Dumay et al., 2006). Pour les trois lots,
logiquement, la proportion de phase soluble augmente avec le déroulement de I’hydrolyse

(Figure 2.17). En effet, cela est di a l'activité des enzymes protéolytiques qui libérent des
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polypeptides, des peptides, des acides aminés et l'eau des cellules. Pour le témoin, cette
augmentation (beaucoup plus modeste) est le fait des enzymes endogénes, les seules qui
interviennent dans le procédé traditionnel. Entre les deux échantillons additionnés de Protex
51FP, c’est celui dénué de sel [TO (-s)] qui présente le plus fort taux de solubilisation ce qui est

logique au vu des effets inhibiteurs du sel vus précédemment.

La Figure 2.18, illustre la répartition du surnageant, de I'huile et du culot obtenue en
fin d'hydrolyse (180 min). Il apparait clairement que c’est pour le lot additionné de Protex
51FP, mais dépourvu de sel [TO (-s)] que la solubilisation a été maximale et qu’a 1’inverse
pour le lot témoin cette liquéfaction ait été la plus faible. L’analyse statistique révéle que
pour les 3 lots, les différences sont significatives, quelle que soit la phase étudiée. Cela
indique donc que non seulement la protéase Protex 51FP, mais aussi le sel sont influents et
que I’enzyme est négativement affecté par celui-ci (ce qui est en accord avec les précédentes
observations). La « libération » d’huile est elle aussi dépendante des conditions et suit la
méme tendance a savoir qu’elle est maximale pour TO (-s) et minimale pour le témoin. Cela
est 1a encore logique, il est en effet connu qu’une corrélation positive existe entre le taux
d’hydrolyse (donc indirectement de solubilisation) et la récupération en huile (Dumay et al.,

2006 ; Kechaou et al., 2009 ; Hathwar et al., 2011)
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Figure 2.17 Répartition des phases obtenues aprés hydrolyse de la sardine

Témoin (a) (500g de sardine, 100ml (20%) d’eau, 125g (25%) de NaCl a 35°C, pH
libre, temps d’hydrolyse 180 min, 350 rpm)

TO (+s) (b) (500g de sardine, 100ml d’eau, 125g de NaCl et 5g (1%) de Protex 51FP
a 35¢°C, pH libre, temps d’hydrolyse 180 min, 350 rpm)

TO (-s) (c) (500g de sardine, 100ml d’eau, 5g de Protex 51FP a 35°C, pH libre,
temps d’hydrolyse 180 min, 350 r pm)
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Figure 2.18 Bilan massique a 180min d'hydrolyse de sardines

Témoin 500g de sardines, 100 ml d’eau, 125g de NaCl
TO (+s) 500g de sardines, 100 d’eau, 125g de NaCl et 5g de Protex 51FP
TO (-s) 500g de sardines, 100ml d’eau et 5g de Protex 51FP

Conditions d’hydrolyse: Température 35°C, pH libre, temps d’hydrolyse de
180 min, 350 rpm

a, b, c: différences significatives et signification statistique (p<0,05) pour la
valeur du surnageant

d, e, f: différences significatives et signification statistique (p<0,05) pour la
valeur du culot

g, h, i: différences significatives et signification statistique (p<0,05) pour la
valeur de I'huile

2.3.4.2. Le degré d’hydrolyse

La Figure 2.19 illustre les cinétiques du degré d’hydrolyse pour les trois lots. Comme
pour les expériences précédentes, les allures des courbes sont classiques avec une augmentation
rapide (premiere demi-heure) suivie d’un ralentissement, mais la encore aucun plateau n’est

observé, la protéolyse n’est donc pas terminée, quel que soit 1’échantillon.
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Figure 2.19 Evolution du degré d'hydrolyse de la sardine au cours du temps en

présence ou non de Protex 51FP et de sel

Pour le témoin, 1’autolyse de la sardine conduit a un DH de 7,5% au bout de trois heures.
Comme attendu, la présence de sel a hauteur de 25% n’inhibe donc pas totalement les protéases
endogénes de la sardine, celles-ci pouvant méme rester actives jusqu’a 50% de sel (Noda et
Murakami, 1981 ; Vo Van et al., 1983 ; Klomklao et al., 2008)

C’est dans 1’échantillon additionné de Protex 51FP, mais sans NaCl [TO (-s)], que le degré
d'hydrolyse apreés 3h est le plus élevé (23,93%). Une valeur identique avait deja été obtenue dans
les mémes conditions (cf. 2.3.3.3). L'addition de 25% de NaCl [TO (+s)] entraine une diminution
notable (-35%) du DH, avec une valeur maximale a 3 heures de 15,52 %. Cette valeur est en
cohérence avec les essais préalablement conduits dans les mémes conditions (Figure 2.14a) a
savoir intermediaire a celles obtenues pour 20% de sel (DH=16%) et 30% de sel (DH=13).

Il ressort de ces différentes expériences que la liquéfaction initiale de la sardine peut étre
conduite sous la seule action des protéases endogénes, celles-ci apparaissant moyennement
sensibles au sel. Cependant, ce processus sera long notamment pour obtenir d’une part un bon
taux de solubilisation et d’autre part un degré d’hydrolyse élevé. L’adjonction de protéases
industrielles peut s’avérer intéressante pour d’une part accélérer le processus de solubilisation
et d’autre part obtenir plus rapidement un fort degré d’hydrolyse. Néanmoins, il convient de

bien choisir cette enzyme qui doit pouvoir supporter une forte salinité (20 a 30%) et étre active
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a des températures basses (30-35°C). Sur la sardine et dans les conditions étudiées, il ressort
que parmi les quatre enzymes testées, Protex 51FP s’aveére étre la plus performante. Son activité
résiduelle & 30% de NaCl est encore tres intéressante et elle se révéle finalement assez active
méme a 30°C. Dans les conditions les plus défavorables (30°C et 30% de NaCl), un ajout de
1% de cette enzyme permet, en 3 heures, d’avoir prés de 27% de maticre solubilisée en plus
(28.6> 36,3%) et d’avoir des protéines beaucoup plus hydrolysées (DH passe de 7,5 a 15%).
L’avantage a court terme est donc indéniable, reste a voir si I’impact sera visible sur une
production finalisée (liquéfaction + fermentation) et si cela se traduira par des retombees

économiques positives (Aspmoa et al., 2005).

2.4. Résultats des expérimentations sur 1’anchois

24.1. Composition proximale de I’anchois

Tableau 2.2 Composition biochimique de I'anchois (Stolephorus commersonii)

Humidité (%) Lipide (%) Protéine(%o) Cendre(%)

Anchois 78,26%0,71 2,35+0,27 16,32+0,34 2,46+0,41
3-5g° 76,47+0,36 2,41+0,20 14,71+0,39 6,63+0,33
6-10g" 76,97+0,59 1,97+0,14 16,95+0,27 4,02+0,08
25-30g" 80,65+0,29 1,25+0,10 15,71+0,34 2,40+0,46

* Sankar et al., 2013

La composition biochimique des anchois ayant été utilisés pour les expérimentations est
indiquée dans le Tableau 2.2. Cette matiere premiere différe quelque peu de la précédente
(sardine) a savoir qu’elle contient plus d’eau (78% / 66%) et beaucoup moins de lipides
(2,35% / 13,5%). Les teneurs en protéines et en cendres sont par contre du méme ordre.
Globalement cette composition proximale est celle attendue si 1’on se référe aux travaux

conduits par Sankar et al., en 2013.
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2.4.2. Hydrolyse de ’anchois par 5S1FP et Protamex

2.4.2.1. Bilan massique des différentes phases obtenues aprés hydrolyse de

I’anchois

La répartition de chaque phase résultante de la centrifugation a savoir culot et

surnageant est indiquée sur la Figure 2.20 (a) pour Protex 51FP et la Figure 2.20 (b) pour
Protamex.
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Figure 2.20  Evolution du culot et du surnageant apres hydrolyse de I’anchois par
I’enzyme Protex 51FP (a) et Protamex (b) (température 30°C, pH libre, 360 min
d’hydrolyse)

Comme avec la sardine, 1’anchois se solubilise progressivement sous 1’action des deux
enzymes entrainant une augmentation progressive de la quantité de surnageant et une réduction
du culot. Ici également, le sel affecte négativement la protéolyse de 1’anchois sous I’action des

deux enzymes. Cela se traduit non seulement par une diminution notable de la matiere
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solubilisée, mais aussi par I’apparition de plateaux de plus en plus précoces quand la teneur en

sel augmente.

Pour les expériences conduites avec Protex 51FP, en 1’absence de sel, la proportion de
matiere solubilisée augmente de plus de 40% en six heures, mais ces augmentations ne sont que
de 29, 22 et 18% environ pour 10, 20 et 30% de NaCl respectivement. Par ailleurs, dés que du
sel est présent, il semble que Protex 51FP ne soit plus 8 méme de solubiliser de 1’anchois apres
une heure de réaction. Cependant, il convient de noter que 1’effet négatif du sel n’est pas aussi

marqué que lors des essais précédents avec la méme enzyme sur la sardine.

Les cinétiques de solubilisation de 1’anchois avec Protamex possédent la méme allure.
Les meilleurs résultats (+22%) sont obtenus avec le lot dépourvu de sel pour lequel aucune
phase de plateau n’est observée méme apres six heures de réaction. Dans tous les autres cas, le
taux de solubilisation est moindre et diminue lorsque le taux de sel augmente (+15%, +13% et
+10%). La aussi, des phases plateaux précoces (dés 30 a 60 minutes) sont observées, mais pas
sur le lot avec 10% de sel pour lequel la solubilisation semble se poursuivre apres six heures.
L’effet négatif du sel sur I’activité de Protamex est donc 1a aussi confirmé, mais il est beaucoup

moins notable que pour les essais sur la sardine.

60 |
40
20 -
0

02 NaCl 102 NaCl 20%NaCl 30%NaCl

Surnageant (%)

EProtamex ®mProtex 51

Figure 2.21 Pourcentage de surnageant obtenu apreés hydrolyse de 'anchois par

I’enzyme Protamex et Protex 51FP

La Figure 2.21 illustre les taux de solubilisation obtenus en fin d’expérimentation soit
apres six heures de protéolyse. Comme pour la sardine, il ressort que pour une enzyme donnée,
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tous ces taux sont statistiquement différents les uns des autres en fonction de la teneur en sel du
milieu réactionnel. Plus celle-ci est élevée, moins grande sera la solubilisation. Comme pour la
sardine également, aucune des deux enzymes ne se distingue sur ce critere, le taux de
solubilisation a six heures étant identique avec Protex 51FP et Protamex quelle que soit la

concentration en sel.

En fin d’expérience, ce sont plus des 2/3 de I’anchois qui ont été solubilisés par les
protéases en 1’absence de sel (67,34 + 1,08%), soit prés de 17% de plus que pour les essais avec
la sardine. En présence de 30% de sel, la teneur en matiére seche retrouvée aprés 6 heures dans
la phase soluble chute pour ne représenter qu’un peu plus de la moitié (50,91 1,76 %), mais
excede toujours celle trouvée avec la sardine dans les mémes conditions opératoires. Il ressort
que systématiquement, 1’anchois est plus facilement hydrolysé par ces deux enzymes que la
sardine. La teneur en matiére grasse beaucoup plus faible chez I’anchois est en partie
responsable de cela, mais c’est surtout le fait que la sardine utilisée était fraiche contrairement
a I’anchois d’origine congelé et décongelé ici pour les essais. Il en en effet bien connu que la

congélation/décongélation impacte fortement sur les tissus et les déstructure.

2.4.2.2. Matiere organique en solution dans le surnageant apres hydrolyse de

I’anchois

Comme mentionné précédemment le suivi du taux de matiere organique dans le
surnageant permet de connaitre la solubilisation du poisson et d’évaluer le rendement de
production, en s’affranchissant de la teneur en sel. Les allures des cinétiques sont typiques
avec une augmentation initiale tres rapide, un ralentissement et une phase plateau (Figure
2.22). Comme pour la sardine, les valeurs maximales obtenues sont inversement
proportionnelles a la teneur en sel dans le milieu reflétant un réel effet négatif sur I’activité
protéolytique de ces enzymes. Quelles que soient les conditions, la protéolyse semble plus
rapide et plus importante pour les essais conduits avec Protex 51FP par comparaison a ceux

avec Protamex. En effet, la proportion de MO solubilisée y est toujours plus importante.
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I'anchois par I'enzyme Protex 51FP et Protamex
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Figure 2.23 :Taux de matiére organique en solution dans le surnageant a 360 min

d’hydrolyse de I'anchois par les enzymes Protamex et Protex 51FP

Lorsque Protex 51FP est utilisée, la phase plateau est atteinte trés rapidement a savoir

environ deux heures. Cela révele que I’enzyme agit trés rapidement et qu’il n’est pas utile de
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prolonger trop I’expérimentation. Avec Protamex, le plateau est observé plus tardivement, a

savoir aprées quatre heures.

Les taux finaux de MO solubilisée sont présentes sur la Figure 2.23. L’effet négatif du
sel y est bien visible puisque chaque augmentation de sa teneur entraine une réduction
consequente du taux de solubilisation de la MO et ce pour les deux enzymes. Entre les lots
témoins et les lots avec la teneur en sel maximale, ce sont prés de 30% de MO en moins qui
sont solubilisés apres six heures d’expérimentation. Cet important effet négatif est néanmoins

beaucoup moins marqué pour 1’anchois que pour la sardine ou la réduction était de -60%.

Par ailleurs, comme pour la sardine, aucune différence significative au seuil de 5% n’est
observée pour les deux enzymes, le taux de MO solubilisé a six heures étant identique dans les
deux cas. Néanmoins comme vu précédemment, il semble que Protex 51FP soit a méme de

conduire au méme résultat, mais plus rapidement qu’avec Protamex.

2.4.2.3. Mesure du degré d’hydrolyse de I’anchois

La Figure 2.24a représente 1’évolution du degré d’hydrolyse de 1’anchois au cours du
temps par Protex 51FP. Dans toutes les expériences, le DH a augmenté tres rapidement en début
de réaction puis ensuite plus progressivement sans pour autant ne jamais atteindre de phase
plateau. Cela indique que méme apres six heures de réaction, et, quelle que soit la teneur en sel,
Protex 51FP est encore capable d’hydrolyser les protéines de 1’anchois. Par ailleurs, 1a encore
I’effet négatif du sel est perceptible puisque le DH est systématiquement moindre quand la
teneur en NaCl augmente. Ces constats avaient également était fait lors des expériences sur la
sardine (cf. 2.1.3.3)

Les cinétiques observées avec Protamex sont du méme type : hydrolyse initiale rapide
puis ralentissement sans atteindre de plateau (Figure 2.24b). Tout comme Protex 51FP,
Protamex est donc @ méme d’hydrolyser 1’anchois méme en présence de 30% de NaCl et ce
pendant plus de six heures. Fort logiquement, 1a aussi I’effet inhibiteur du sel est trés clairement
visible, chaque augmentation de la teneur en NaCl entrainant un ralentissement conséquent de

la cinétique de protéolyse.

91



a
30
25
g 20
% 15
10
5
O T T T T 1
0 60 120 180 240 300 360
—{=0% NaCl =——10% NaCl 20% NaCl —=0—30% NaCl
35 4
b
30 -
______ -
25 - ’,—’—i‘_— }
=== ?’ =T a-- i
<20 - - eed==m="""
S ,i' ¢ __,—1-”‘ §-------"""" -2
515 ol po---- il Jtian
‘—:i_-___-. ----- §
10 - iﬁ?’
Y ;
%
0 : T T T T T 1
0 60 120 180 240 300 360

Temps d'hydrolyse (min)

=< =0% NaCl =-e--10% NaCl =<=i==20% NaCl --@--30% NaCl

Figure 2.24 Evolution tempporelle du degré d’hydrolyse de I'anchois par
I’enzyme Protex 51FP (a) et Protamex (b) (température 30°C, pH libre, 360 min
d’hydrolyse)

Si I’on compare I’activité protéolytique des deux enzymes, il apparait que Protex 5S1FP
est a méme d’hydrolyser plus rapidement et plus fortement les protéines d’anchois, quelle que
soit la teneur en sel du milieu. En premiére approximation il semble méme que la tolérance au
sel des deux enzymes différe de 10% en faveur de Protex 51FP. Cela se traduit ainsi par la
quasi-superposition des courbes de DH entre Protex 51FP 30% et Protamex 20%, Protex 51FP
20% et Protamex 10%, Protex 51FP 10% et Protamex 0%.
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La comparaison des valeurs de DH finales obtenues apres six heures est présentée sur
la Figure 2.25. 1l est cependant important de préciser qu’ici, contrairement a la sardine (ou des
phases plateaux étaient observees), ces valeurs ne sont pas représentatives des maxima puisque
I’hydrolyse semble pouvoir se poursuivre au-dela. Comme attendu la corrélation négative entre
la teneur en NaCl et le DH final est bien observée avec des diminutions conséquentes des DH :
-13, -24 et -33% pour Protex 51FP et -9, -22 et -34% pour Protamex par apport au temoin quand
10, 20 a 30% sont ajoutes.
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02 NaCl 10%26NaCl 2026 NaCl 30%NaCl
EProtamex 28,21 25,67 22,03 18,58
mProtex S1FP 32,76 28.66 24 81 21.80

Figure 2.25 Comparaison des degrés d’hydrolyse de I’anchois obtenus apres 360

minutes en fonction des différentes conditions opératoires (p<0,05).

A ’exception des essais conduits en I’absence de sel (témoin), pour lesquels il ne semble
pas y avoir de différence significative, le DH final s’avere toujours plus élevé quand Protex
51FP est utilisé. Cela confirme bien la plus grande capacité de Protex 51FP a hydrolyser
I’anchois. Dans une étude récente conduite sur de 1’anchois avec plusieurs protéases, mais en
I’absence de sel, les DH obtenus sont beaucoup plus €levés (30 a 55% dont 46% avec 1% de
Protamex, aprés une heure) (Ovissipour et al., 2013). 11 est toutefois trés difficile de s’y
comparer, car les conditions utilisées different fortement ne serait-ce que par la différence de
température (50°C au lieu de 30°C) et de la teneur en eau (2/1 au lieu de 0,2/1) qui sont deux
paramétres parmi les plus influents sur les cinétiques d’hydrolyse.
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Comme pour les expérimentations sur la sardine, les enzymes endogenes n’ont pas été
inactivées et contribuent donc a 1I’hydrolyse de 1’anchois. Siringan et al., (2006b) ont montré
que cette activité protéolytique liée aux enzymes digestives, était réduite, mais maintenue méme
avec 25% de sel et ce pendant au moins 12 mois puisqu’ils les retrouvaient dans des
échantillons commerciaux de sauce d’anchois. Il est donc certain que dans tous les essais
conduits ici, ces protéases endogénes ont contribué a la liquéfaction de I’anchois. Néanmoins,
il est également évident que si ces activités contribuent pour partie a la protéolyse, elles ne
sont que faiblement influentes sur une durée aussi courte et n’expliquent pas les différences

comportementales observées entre les deux enzymes.

2.5. Bilan des hydrolyses de la sardine et de I’anchois par les enzymes Protex
51FP et Protamex pendant six heures

Avant de procéder a un essai de production de sauce de poisson et de voir si 1’ajout
d’une protéase exogene industrielle peut améliorer le procédé traditionnel, il est nécessaire de
faire le bilan de toutes les expérimentations réalisées. Ceci permettra de choisir ’enzyme, mais
aussi la matiere premiére sur lesquelles conduire 1’essai de production de sauce de poisson selon
les contraintes du procédé traditionnel. Il conviendra dans un premier temps de regarder la
solubilisation de la matrice qui doit étre maximale afin d’assurer un bon rendement de
production. Dans un deuxiéme temps, un taux d’hydrolyse maximal des protéines solubles sera
recherché, car au final il faudra n’avoir qu’un mélange de petits peptides et d’acides aminés

tels que dans les sauces commerciales.

Les degrés d’hydrolyse obtenus pour la sardine et 1’anchois apres six heures de
protéolyse aprés ajout de 1% de Protex 51FP ou de Protamex sont indiqués sur les Figures
2.28 et 2.29. L’effet négatif du sel y est clairement visible sur les deux enzymes et pour les

deux substrats.

Une corrélation forte peut étre établie entre le taux de solubilisation de la matiere
organique et le DH. Cela confirme bien le fait que la matiere qui se solubilise est
majoritairement constituée de protéines hydrolysées (peptides et acides aminés) sous 1’action

des protéases.
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apres six heures d’hydrolyse par 1% de Protex 51FP
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Figure 2.27 Proportion de matiere organique soluble de la sardine et de 'anchois

apres six heures d’hydrolyse par 1% de Protamex
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Figure 2.28 Degré d’hydrolyse de la sardine et de I'anchois apres six heures

d’hydrolyse par 1% de Protex 51FP
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Figure 2.29 Degré d’hydrolyse de la sardine et de I'anchois apres six heures

d’hydrolyse par 1% de Protamex

Comme pour la solubilisation de la matiére organique, les valeurs de DH obtenues pour

I’anchois sont quasiment toujours supérieures a celles de la sardine. L’écart est légerement

marqué pour Protex 51FP (+2 a 4%) avec parfois aucune différence significative (10 et 20%
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NaCl). Il I’est plus fortement pour Protamex (+6 a 8%) ou pour tous les essais une différence
significative est observée., Cette apparente protéolyse plus marquée pour I’anchois que pour la
sardine peut s’expliquer par les trois raisons évoquées lors de la comparaison de la solubilité de
la matiére organique : teneur en eau plus élevée, plus grande prévalence des sites de coupure et

déstructuration plus grande des tissus a I’origine.

La distribution moyenne des peptides au sein des différents échantillons est assez large
compte tenu des DH observés. Ainsi pour 1’échantillon le moins hydrolysé, la taille moyenne
des peptides sera de neuf acides aminés (DH= 11,8 pour la sardine avec 30% NaCl et Protamex),
alors que pour I’expérimentation ayant le plus fort taux d’hydrolyse (DH=32,76 anchois sans
sel avec Protex 51FP), celle-ci sera de 1’ordre de 3 acides amines, et ce en simplement six

heures.

Il ressort de toute cette série d’essais que les quatre protéases industrielles testées sont
a méme d’hydrolyser la sardine et 1’anchois, mais qu’elles sont toutes plus ou moins fortement
affectées par la présence de sel. Lorsque I’on se place dans des conditions proches du procédé
traditionnel, seules deux enzymes (Protex 51FP et Protamex) sur les quatre apparaissent
intéressantes pour jouer le role d’auxiliaire technologique. Parmi ces deux enzymes, il ressort
que Protex 51FP entraine systématiquement, et ce a la fois sur la sardine et sur ’anchois, un
plus fort taux d’hydrolyse des protéines et la solubilisation d’une plus grande part de matiere
organique. Protex 51FP semble donc étre parmi les quatre, ’enzyme qu’il convient de garder
pour la suite de I’étude, principalement pour son activité résiduelle importante méme en

présence de 30% de sel ainsi que pour sa capacité d’hydrolyse a basse température (30°C).

Il apparait également qu’entre la sardine et I’anchois, c’est ce dernier qui se préte le
mieux a des hydrolyses dans ces conditions. De meilleurs taux de solubilisation de la matiere
organique et des degrés d’hydrolyse plus élevés sont obtenus avec lui. Il faut néanmoins
préciser I’effet important de la congélation/décongélation qui est intervenu dans tous les essais,
mais uniquement pour cette matrice. A lui seul il peut fausser les résultats. Néanmoins comme

il faut choisir, c’est cette matrice qui est retenue pour la suite.
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CHAPITRE 3 : UTILISATION DE PROTEX 51FP COMME ACCELERATEUR
D’HYDROLYSE POUR LA FABRICATION DE NUOC-MAM A PARTIR D’ANCHOIS
(STOLEPHORUS COMMERSONII )

3.1. Introduction

La production de sauce de poisson nécessite une fermentation de 6 a 24 mois
(Lopetcharat et al., 2001, Jung-Nim et al, 2001), mais il faut un an minimum pour obtenir une
hydrolyse compléte des protéines de poisson et donc un bon rendement de produit de qualité.
Une fermentation conduite uniquement pendant six mois permet 1’obtention d’une sauce de
qualité, mais dans une faible proportion, le reste incomplétement hydrolysé devant étre remis a
maturer pour donner au final une sauce de moindre qualité. Plusieurs pistes sont a I’étude pour
accelérer ce processus tout en maintenant un bon rendement et une bonne qualité de produit.
Néanmoins, diverses contraintes du procédé traditionnel sont a prendre en compte avec
notamment la forte salinité (au moins 20% de NaCl) et les relativement basses températures

(température ambiante soit 28-35°C)

Une concentration saline élevée est nécessaire pour prévenir la détérioration du mélange
de poisson fermenté (Aspmoa et al., 2005). Si cette forte teneur en NaCl empéche la
prolifération des pathogénes et autres microorganismes d’altération, elle inhibe €galement
fortement les activités enzymatiques et notamment les protéases endogenes (Fukami et al.
2002) entrainant un allongement de la durée du processus. Les basses températures quant a elles
sont bien souvent inférieures aux optima des protéases y compris des enzymes digestives des
poissons qui fonctionnent donc au ralenti (Lopetcharat et al., 2001 ; Lopetcharat et Park, 2002 ;
Yongsawatdigul et al., 2004).

Compte tenu de ces contraintes plusieurs stratégies différentes ont été envisagées pour
réduire le temps de fabrication traditionnelle, toutes reposant sur le principe d’une augmentation

de I’activité protéolytique globale (cf. 1.4) :

e [D’apport de microorganismes sélectionnés pour leur aptitude a se développer

dans ce type de milieu (Klomklao et al., 2006¢ ;Youngsawatdigul et al., 2007
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e T’apport indirect d’enzymes endogénes par enrichissement avec des extraits

notamment de viscéres (Gildberg, 2001 ; Yoshinaka et al., 1983)

e [’apport direct d’enzymes endogénes par extraction purification (Klomklao et
al., (2006, a, b ; Klomklao et al., (2008),

e [’apport de protéases extraites et purifiées a partir de souches microbiennes
halophiles isolées dans les sauces de poisson (Toyokawa et al., 2010 ; Udomsil
etal., 2011 ; Zaman et al., 2011)

e [’apport d’enzymes exogénes de type protéase industrielle (Guevaraetal., 1972 ;
Beddows et Ardeshir, 1979; Miyazawa et al., 1979 ; Raksakulthai et al., 1986 ;
Chaveesuk et al., 1993 ; Chaveesuk et al., 1994 ; Aquerreta et al., (2001 ; Xu et
al., 2008)

C’est cette derniére stratégie qui est retenue ici en ¢étudiant D'intérét d’une
supplémentation en Protex 51FP (cf. 2.5) sur la fabrication de Nuoc-mam a partir d’anchois, et

ce pendant six mois.

3.2. Matériels et méthodes
3.2.1. Matériel biologique : Anchois

Des anchois (Stolephorus commersonii) péchés dans les zones maritimes de Nha Trang,
Vietnam en avril 2013 ont été achetés (100 kg) au port, entreposés sous glace et transportés
rapidement (1 heure) au laboratoire. Les poissons ont alors été broyés, conditionnés en sachet
plastique et stockés en congélation a -20°C avant utilisation.

3.2.2. Matériel enzymatique

Protex 51FP (cf. chapitre 2).
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Figure 3.1 Les anchois pour la production de la sauce de poisson

3.2.3. Sauces Nuoc-mam commerciales

Trois sauces viethamiennes commerciales Ca-com 30, Ca-com 60 et Phu Quoc et une
sauce thailandaise, Con-ca, ont été achetées afin d’étre analysées et comparées aux sauces

expérimentales.

3.2.4. Production expérimentale de Nuoc-mam

Les anchois ont été décongelés dans leur conditionnement sous sachet plastique a
température ambiante. Plusieurs expérimentations ont été conduites sur une durée de six
mois afin d’étudier I’effet de divers paramétres tels 1’apport en Protex S51FP, une
supplémentation différée (+6 heures) en sel et la séparation des phases solides et liquides a
un stade précoce (6 heures). Pour tous ces essais, la fermentation a été conduite pendant six
mois en flacon en verre de 10 litres contenant chacun un mélange de 5 kg d’anchois et 1000

ml (20%) d’eau (Figure 3.2).

Pour I’échantillon témoin qui servira de référence, le poisson est immédiatement

mélangé avec du sel (1250g soit 25%) et mis a fermenter.

Pour deux échantillons, le poisson et le sel sont mélangés comme pour le témoin, mais
additionnés de 1% de Protex 51FP. Un échantillon est mis a maturer (TO(+s)), I’autre est
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centrifugé apres six heures de réaction pour séparer deux phases : la phase liquide (Tsu(+s)) et
la phase insoluble (Tcu(+s)). Les deux sont ensuite mises a maturer

Pour les deux derniers échantillons, le poisson est additionné avec 1% de Protex 51FP,
mais en absence de sel. Au bout de six heures, le produit est alors mélangé avec du sel (dans les
mémes proportions que pour les autres essais). Un échantillon est alors mis a maturer (TO(-S))
tandis que 1’autre est centrifugé. Les deux phases résultantes (Tsu (-S) et Tcu (-S)) sont ensuite

mises a maturer.

Anchois
Eau
Sel Eau Protex 51FP Sel aprés 6h
Témoin TO (+s) <— Sel TO (-s)
Culot Surnageant
Tcu (+s) Tsu (+s)
Culot Surnageant
v v
Tcu (-s) Tsu (-s)
Figure 3.2 Processus de production du Nuoc-mam expérimental
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Au final, ce sont donc 7 sauces expérimentales qui vont étre suivies pendant six mois.
La maturation se fait a ’air libre, dans des flacons en verre avec une exposition au soleil variant
de 10 a 14h sur toute 1’étude (Figure 3.3). Une fois par mois, 50 ml de liquide ont été prélevés

dans chaque flacon pour analyses.

Figure 3.3 Les échantillons de fermentation du Nuoc-mam

3.2.5. Analyses biochimiques

Les sauces de poisson ont été diluées (1/25) avant analyse.

3.2.5.1. Analyse de I’azote total (NT)

La teneur en azote total est déterminée par la méthode de Kjeldahl. L’échantillon est
minéralis¢é a 1’aide d’acide sulfurique (H,SO,) concentré en présence d’un catalyseur
(K2S04/CuSO0s - 5/2). L’azote organique est transformé en sulfate d’ammonium ((NH,),SO,),
et libéré ensuite sous forme d’ammoniac par la soude (NaOH) concentrée (10M). L’ammoniac
fixé par 1’acide borique est alors titré avec de I’acide chlorhydrique (HCI) 0,1N.

Les échantillons de sauce de poisson sont dilués au 25e avant analyse. Les solutions
diluées (volume V =5 ml) sont introduites dans des tubes a minéralisation. Une pastille de
catalyseur de minéralisation et 20 ml d’acide sulfurique concentré sont ajoutés dans chaque

tube. Puis les tubes coiffés de leurs capteurs de fumée sont mis a chauffer progressivement
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jusqu’ a 450°C. Lorsque la solution est devenue vert pale, la minéralisation est arrétée.
Apreés refroidissement des tubes, les capteurs de fumée sont rincés et 1’eau récupérée dans
les tubes. Le contenu des tubes est de mis en suspension avec 20 ml d’cau, puis installé dans

I’unité de distillation.

Dans un erlenmeyer de 250 ml, 20 ml de solution d’acide borique a 4% contenant un
indicateur coloré (vert de bromocrésol et rouge de méthyle) sont versés. L’erlenmeyer est
ensuite installé dans I’unité de distillation en prenant bien soin a ce que la tige plonge dans

la solution.

L’échantillon minéralisé est neutralisé a I’aide de soude 10N de facon a obtenir un
volume total de 80 ml. La distillation est réalisée et stoppée lorsque le volume de distillat
atteint 150 ml. Le titrage de 1’azote par 1’acide chlorhydrique 0,1N est alors réalisé. Le volume

ajouté est noté V (en ml). La teneur en azote total a été exprimée en gramme N/I.
La teneur en azote total est donnée par la formule :

0,0014 xV,,., x F x1000
\Y

NT(gN /I):

Nt : Azote total
Vhei: Volume en ml de HCI 0,1IN
V : Volume d’échantillon introduit dans le tube.

F : Coefficient de dilution

3.2.5.2. Analyse de I’azote formaldéhyde (NF)

La teneur en azote formaldéhyde est un index du degré d'hydrolyse protéique, elle est

déterminée en utilisant la méthode de Sorensen (Jodi, 1926) et exprimée en gramme N/I.

Le formaldéhyde réagit sur les acides amines en bloquant leur fonction amine (-NH>) et
permet ainsi le titrage de leur fonction acide (-COOH) avec de 1’hydroxyde de sodium en
présence de phénolphtaléine. La teneur en azote formaldéhyde est calculée sur la base de la

consommation d’hydroxyde de sodium.
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R-CH-COOH + HCHO —» R-CH-COOH + H20

| |
NH2 N=CH:

4ANH4CI + 6HCHO ——— (CH2)sHs +4HCI+6H20

R-CH-COOH + NaOH ——  R-CH-COONa
| |
N=CH> N=CH>

HClI + NaOH — NaCl +H20

Dans une fiole jaugée de 100ml, sont versés successivement : 50 ml de Nuoc-mam

dilué au 1/25, 1ml de phénophtaléine (solution a 1% dans 1’alcool), 2g de chlorure de baryum

(BaCl,), ensuite une quantité de solution saturée de Ba(OH). dans le méthanol est ajoutée

jusqu’a obtention d’une solution rosée, puis 5 ml d’hydroxyde de baryum afin de précipiter les

sels de phosphate et de carbonate. La fiole est complétée avec de 1’eau distillée, agitée

vigoureusement, puis laissée au repos 15 minutes. Le contenu de la fiole est ensuite filtré sur

filtre papier.

25 ml de filtrat sont versés dans un bécher et 1’acide chlorhydrique 0,1N est ajouté

jusqu’a pH=7, mesuré au pH metre, puis 10ml de formaldéhyde neutralisé sont ajoutés. Le

bécher est agité et le titrage est effectu¢ a ’aide de NaOH 0,1N jusqu’a pH=9.

La teneur en azote formaldéhyde est donnée, en grammes par litre de Nuoc-mam, par la

formule :

0,0014 x Ax F x100x1000

Ne(gN/1)= V x 25

Nr : Azote formaldéhyde

0,0014 : Représente la quantité d’azote (en gramme) équivalent a Iml NaOH 0,1N

A : Volume en ml de NaOH 0,1N utilisé dans le titrage.

F : Coefficient de dilution
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V : Volume de la solution diluée utilisée pour 1’analyse
3.2.5.3. Analyse de I’azote ammoniacal (NnH3)

L’ammoniac, déplacé par du carbonate de magnésium, est entrainé par un courant de
vapeur d’ecau. Le distillat est recueilli dans une solution d’acide borique. Apres cela, le titrage

est effectu¢ directement a 1’aide d’acide chlorhydrique 0,1N.
2NH4Cl + Mg(OH)2 =2NHsz + MgCl»

50 ml de Nuoc-mam dilués au 1/25 sont introduits dans un ballon a distiller avec 100
ml d’eau. De 3 a 4 gouttes de la solution de phénolphtaléine & 1% sont ajoutées, puis 3 g de
carbonate de magnésium. La distillation est effectuée et le distillat est recueilli dans 1’acide
borique a 4% comme pour 1’azote total. Ensuite, le titrage est effectué¢ directement avec 1’acide
chlorhydrique 0,1N. La quantité d’azote ammoniacal en grammes par litre de Nuoc-mam est

donnée par la formule :

0,0014 xV,,., x F x1000
\Y

Ny, (ON /1) =
Ny, ©azote ammoniacal

0,0014 : Représente la quantité d’azote (en gramme) équivalent a Iml HCI 0,1N
Vhci : Volume en ml de HCI 0,1N utilisé dans le titrage
F : Coefficient de dilution

V : Volume de la solution diluée utilisée pour 1’analyse

3.2.5.4. Analyse de I’azote des acides aminés (Naa)

La teneur en azote des acides aminés en grammes par litre est donnée par la formule
(Codex stan 302-2011):

Naa = Nr- NNH3
Nr : Teneur en azote formaldéhyde
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Nnn3: Teneur en azote ammoniacal
3.2.5.5. Analyse du chlorure de sodium

Les chlorures sont titrés par la méthode de Mohr (Kaoru et al., 2006). Les chlorures
sont précipités par une solution de nitrate d’argent (AgNO3) dans une solution neutre en
présence de chromate de potassium comme indicateur coloré. Apres réaction, il ne reste plus
d’ion CI en solution. Les ions Ag* versés en exces réagissent avec les ions CrO4 2 pour produire
le précipité rouge Ag,CrO,4. L’apparition de la couleur rouge brique marque la fin du dosage

des ions CI” par les ions Ag".

AgNO; + NaCl

AgCl + NaNOg3

2AgN03 + Ky5CrOy4 A92Cr04 + 2 KNO3

Dans une fiole conique de 250 ml, on introduit 5ml de Nuoc-mam dilué aux 1/25, et 5
gouttes de phénolphtaléine. Si la solution est incolore (pH<7), on utilise NaHCO30,1N pour
neutraliser. Si la solution est rose (pH>7), on utilise CH3COOH 0,01N pour neutraliser.
Ensuite, 5 gouttes de solution de K,CrO,10% sont ajoutées. Le titrage est réalisé avec la

solution de AgNO;3 0,1N jusqu’a I’apparition de la couleur rouge brique stable.
La teneur en chlorure de sodium en grammes par litre est donnée par :

0,00585 x Ax F x1000
\Y

0,00585 représente la quantité (en gramme) de NaCl équivalent a 1 ml de
AgNO3 0,1N

A: Volume de AgNO3 0,1N utilisé dans le titrage (ml)

F: coefficient de dilution

V: volume d’échantillon dilué utilisé pour le titrage
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3.2.5.6. Détermination de la valeur de pH

La valeur du pH de la sauce de poisson a été déterminée par mesure directe au pH-meétre
électronique (Codex stan 302-2011).

3.2.5.7. Composition en acides aminés

La méthode utilisée est la suivante : i) hydrolyse acide, ii) dérivation des hydrolysats
a I’aide du kit EZ : faast®, iii) dosage par chromatographie en phase gazeuse (CPG-FID). Dix
milligrammes d'échantillons préalablement lyophilisés sont hydrolysés avec 200 pl de HCI
6N sous une atmosphére d'azote a 118°C pendant 18h. Les échantillons sont ensuite
complétement séchés sous une atmosphere d'azote et dilués dans 2,5 ml d'eau. L'analyse des
acides aminés est réalisée en utilisant le syst¢tme EZ: Procédure de faast ™ (Phenomenex,
USA) consistant en une étape d'extraction sur phase solide suivie d'une étape de dérivation
puis d’une extraction liquide/liquide. La phase organique est analysée sur un systeme GC-
FID (Perkin Elmer Autosystem XL). La tempeérature de l'injecteur est maintenue a 250°C
tandis que la détection a lieu a 320°C. La séparation est réalisée en utilisant une colonne
Zebron ZB-AAA GC (10 m x 0,25 mm) avec une température du four a augmentation linéaire
de 110 a 320°C a 32°C/min. Le gaz porteur, I'nélium est a un débit constant de 1,5 ml/min.
Les acides aminés sont quantifiés par leurs facteurs de réponse relatifs a ceux de I'étalon

interne, la norvaline, a une concentration de 200 pumol/I.

3.2.5.8. Détermination de la masse moléculaire des peptides

La répartition des masses moléculaires des peptides dans le Nuoc-mam a été analysée
par chromatographie en gel filtration. Les fractions ont été séparées en utilisant un
chromatographe liquide a haute pression (HPLC) équipé d'une colonne d'exclusion de taille
moléculaire 100 Da - 7000 Da (Superdex Peptide 10/300 GL, GE Healthcare UK Ltd, Chalfont,
UK) et d’un spectrometre UV (détection a 205 nm). La phase mobile est composée d’une
solution aqueuse en acétonitrile (70:30) et contenant 0,1% d'acide trifluoroacétique, le débit est
de 0,5 ml/min. La colonne a été calibrée avec 5 étalons : la ribonucléase A (13700 Da),
I'aprotinine (6500 Da), la rénine (1760 Da), la vasopressine (1084 Da) et la leucine (294 Da).
Les masses moléculaires des différentes fractions sont basées sur les temps de rétention

déterminés a partir de la gamme d’étalonnage.
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3.2.5.9. L'évaluation sensorielle

L’analyse sensorielle a été réalisée sur les 7 lots expérimentaux de sauce élaborés lors

de cette étude et d’une sauce commerciale de poisson en provenance du Phu Quoc, Vietnam.

Les experts ont évalué sensoriellement ces sauces sur la base des caractéristiques des
produits traditionnels vietnamiens et de I'acceptation par le consommateur. Quatre criteres ont
été utilisés : la transparence, la couleur, le godt et I'odeur. Chaque critére a été noté sur 100
points. 20 ml d'échantillons ont été introduits dans une tasse en verre fermée par une feuille
d'aluminium, laissée a température ambiante (environ 25°C) pendant 30 minutes avant

I'évaluation sensorielle.

Les membres du panel (5 personnes) ont évalué I'odeur a I'ouverture du récipient, puis
la saveur par dégustation d'environ 0,5 ml d'échantillons de sauce de poisson prélevée a l'aide

d'une cuillere. lls se sont rincé la bouche a I'eau potable entre chaque échantillon.

3.3. Résultats et discussion
3.3.1. Variations quantitatives et qualitatives de I’azote au cours de la maturation

Les analyses des différentes d’azote dans la sauce de poisson permettent de suivre
I’évolution de la protéolyse du poisson et d’appréhender sa valeur nutritive. L’azote total (NT)
indique la quantité totale d'azote par unité de volume présente dans la sauce de poisson, 1’azote
ammoniacal (Nnhs) refléte la quantité azote présente sous forme d’ammoniac et 1’azote des acides

amineés (Naa) indique la quantité d'azote présente dans les sous forme d’acides aminés libres.

3.3.1.1. L’azote total

La teneur en azote total (N1) est un parametre clé des sauces de poisson, servant
notamment & établir leur classification et leur valeur commerciale (Lopetcharat et Park., 2002).
La Figure 3.4 illustre I’évolution de 1'azote total (N1) dans les échantillons au cours du temps.
Pour tous les échantillons, cette teneur augmente au cours du temps et trés fortement lors du

premier mois. Ces observations sont conformes aux attentes. Ainsi, Lopetcharat et Park (2002),
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notaient que lors des 10 premiers jours de fermentation la teneur en azote total d’une sauce de
merlu du pacifique nord (Merluccius productus) passait de 6,40 a 15,7 g/l. Brillantes et al.,
(2002) ont eux rapporté que Nt augmentait de fagon spectaculaire lors de quatre premiers mois
de fermentation d’anchois frais puis ensuite restait relativement constante. Enfin dans une étude
conduite sur de I’anchois indien (Stolephorus indicus), Yongsawatdigul et al., (2004) ont noté
que cette teneur augmentait en début de fermentation, pour ensuite atteindre un plateau a 25

semaines et rester relativement constante jusqu'a la 52e semaine.

Azotetotal (eN/1)

0 30 60 90 120 150 180

Temps de la fermentation (jours)

—{=TO (+58) ~=@--Tcu(+s) ==0O==-Tsu(+s) —=—TO0(-g)

-=@==Tcu (-5) == ==Tsu(-8) Témom

Figure 3.4 Contenu de I'azote total dans les échantillons de Nuoc-mam

D’apres la Figure 3.4, la quantité d’azote total augmente les 30 premiers jours de pres
de 50% pour le témoin et de 1’ordre de 80% pour les autres échantillons. L’effet positif de
I’enzyme est donc trés clairement visible sur cette phase initiale. Ces résultats sont en accord
avec des études précédentes telle celle de Beddows et al. (1979) qui obtiennent, aprés 21 jours
de fermentation & une température de 33°C, 18,8 g/l avec de la ficine, 21,19/l avec de la papaine,

et méme 22,19/l avec de la bromélaine.

Pass¢ le premier mois, 1’augmentation de la teneur en azote total dans tous les
échantillons est moins marquée. Pour le témoin, elle se poursuit néanmoins pendant 5 mois
avant de se stabiliser pour atteindre au final une valeur de 19¢/l soit une augmentation de pres
de 60% par rapport a la valeur initiale. Pour les autres échantillons, le ralentissement est

beaucoup plus notable et précoce avec cependant des comportements différents selon les lots.
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Ainsi pour I’échantillon Tsu(+s) une phase plateau est atteinte dés le premier mois, pour tous
les autres il faut attendre environ quatre mois avant d’atteindre un plateau. De telles allures de
cinétique ont deja été observées malgré des conditions expérimentales différentes (Brillantes et
al., 2002 ; Klomklao et al., 2006¢ ; Taira et al., 2007).

L’apport de la protéase Protex 51FP est donc tres clairement visible sur la solubilisation
des matiéres azotées, particulierement en début d’expérimentation avec au final un gain d’au
moins 10% par rapport au témoin (sauf pour I’échantillon Tsu(+s)). Ces résultats corroborent
parfaitement de précédentes études sur les effets d’une supplémentation en protéases (Guevara
etal., 1972 ; Beddows et al., 1979 ; Ooshiro et al., 1981; Nakano et al., 1986; Raksakulthai et
al., 1986). Trés vraisemblablement cela est di a un degré d’hydrolyse plus élevé, car les
composés azotés de la sauce de poisson sont essentiellement des protéines et leurs dérivés
(acides aminés, peptides) et quelques composés plus minoritaires (nucléotides, ammoniaque,
urée) (Klomklao et al., 2006c).

I1 ressort également que dans tous les cas, 1I’apport différé en sel (+6 heures) ne modifie
pas significativement le taux d’azote total a six mois : 20,77/21,23g/l pour TO ; 21,47/21,82 g/l
pour Tcu et 19,25/20,00¢/1 pour Tsu (Tableau 3.1). Cela est vraisemblablement di a la longue

période de maturation qui finit par compenser les différences initiales.

Par ailleurs, en ce qui concerne la séparation ou non des phases apres six heures, il ne
semble pas y avoir un effet trés notable si ce n’est un léger excédent d’azote total dans le culot

et une Iégere déficience dans les surnageants ; I’intérét étant toutefois trés modeste.

Protex 51FP méme dans des conditions peu favorables (25% de sel et température
inférieure a 30°C) s’avére donc étre un auxiliaire technologique intéressant pour accélérer la
liquéfaction des anchois surtout pendant le premier mois, conduisant au final a une légére

augmentation de la teneur en azote total de la sauce.

3.3.1.2. L’azote formaldéhyde

L’évolution de la concentration en azote formaldéhyde lors des fermentations
expérimentales est similaire a celle de 1’azote total (Figure 3.5). Ainsi, lors du premier mois une tres
forte augmentation peut étre observée pour tous les échantillons : +220% pour le témoin et Tsu(+s)

et +280% pour tous les autres. Apres, ’augmentation est beaucoup plus faible pour finalement se
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stabiliser pour la majorité des sauces. Ainsi un plateau est-il atteint a 30 jours pour les deux sauces
sur les surnageants (Tsu(-s) et Tsu(+s)), a 90 jours pour les deux sauces non séparees (TO(-s) et
TO(+s) et a 150 jours pour le témoin. Seules les deux sauces faites a partir de culot (Tcu(-s) et
Tcu(+s)) ne semblent pas voir leur teneur en azote formaldéhyde se stabiliser au bout de six mois

de fermentation.

En fin de fermentation les taux d’azote formaldéhyde différent significativement
(p<0,05) entre eux avec Tcu (-s)=15,40 g/l supérieur a Tcu (+s)=14,47 g/l supérieur a TO (+/-
s)=13,8g/l (non différents entre eux) supérieur a Tsu (-s) et le témoin (12,6g/l, non

statistiquement différents) supérieur a Tsu(+s)=11,7g/l.

15

16

Azote formol (214/1)

1] 3 () S} 120 150 180

Teanps de tementation (Jours)

——TO{+s) ==B==Tcu(+s) ==0==Ten (+5) —— T (-£)

==0==Ten(-5) =="==Tau(-5) Temom

Figure 3.5 Contenu d’azote formaldéhyde dans les échantillons de Nuoc-mam

Le formaldéhyde réagit avec les acides aminés, aussi la mesure de la teneur en azote
formaldéhyde est-elle utile pour estimer la teneur en acides aminés libres. Ce critere est donc
fréquemment utilisé comme une évaluation du degré d’hydrolyse (Chaveesuk et al., 1993). Ces
résultats suggérent qu’a I’exception des sauces faites a partir des surnageants, 1’addition de
Protex 51FP a entrainé une meilleure hydrolyse de I’anchois et qu’une telle enzyme peut aider

a la solubilisation de 1’azote. Ce constat est en accord avec plusieurs travaux incluant une

112



supplémentation en protéase (Beddows & Ardeshir, 1979; Miyazawa et al., 1979; Chaveesuk
et al., 1993; Raksakulthai et al., 1986).

3.3.1.3. L’azote ammoniacal

La teneur en azote ammoniacal renseigne sur la conversion des protéines solubles et
des peptides en azote volatil et acides aminés libres (Chaveesuk et al., 1993; Lopetcharat et
al., 2001). L’évolution de sa cinétique dans les différentes sauces expérimentales est indiquée
sur la Figure 3.6. Une évolution réguliére tout au long de I’expérimentation peut étre observée
et ce quel que soit I’échantillon sauf TO(+s) qui marque un ralentissement a 90 jours. Au final,
I’échantillon témoin a un taux final d’azote ammoniacal significativement plus faible (2,89)
que celui des échantillons supplémentés en Protex 51FP (3,08-3,55) (cf. Tableau 3.1). De
tous, c’est I’échantillon TO (-s) supplémenté apres 6 heures qui a le taux le plus élevé (3,55
g/l). Aucune corrélation ne peut cependant étre établie entre cette valeur et le fait de différer

I’apport de sel.

L'azote d'anuoniac (2N/1)

0 30 G0 a0 120 150 130
Temps de la fermentation {jours)

= T (+5) ==M==Teu (+5) ==C== Tsn (+5) == T0(-5)

~=@==Ten(-5) =="==Tau(-5) Temom

Figure 3.6 Contenu d’azote ammoniacal dans les échantillons de Nuoc-mam
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Protex 51FP a trés certainement joué un rdle tout comme les protéases endogénes sur
ce paramétre en augmentant la protéolyse des protéines et des peptides. Beddows et al., (1980)
suggerent a ce titre que 1’augmentation de la teneur en azote ammoniacal durant les premiers
jours doit étre due a ’action des enzymes de poissons, efficientes durant les premiers stades
de fermentation. Klomklao et al. (2006) ont eux noté que I’augmentation de la teneur en azote
ammoniacal au cours de la fermentation était plus importante avec un ajout de protéase de

rate de listao.

Tous les essais ayant été conduits avec 25% de sel, ’augmentation de I’ammoniaque
et des composés volatils ne peut étre attribuée aux microorganismes d’altération, ceux-Ci ne
pouvant se développer au-dela de 10% de NaCl (Beddows et al., 1979). Selon plusieurs
auteurs (Ravipim et al., 1993 ; Lopetcharat et al., 2001) la dégradation des protéines solubles
et des peptides produit des acides aminés libres et de 1’azote volatil ; I'azote ammoniacal a

donc pu se former par un processus de désamination.

Si dans la plupart des études de fermentation, I’azote ammoniacal fini par diminuer
avec le temps, ce n’est pas le cas ici. Cette diminution trés souvent observée serait
multifactorielle. Elle est vraisemblablement due a sa lente volatilisation dans 1’ air, mais aussi
a la possible formation de base de Schiff due a la réaction d'amines avec un groupement
aldéhyde ou cétone (Wade, 1991), ou la formation de réactifs de Maillard (Klomklao et al.,
2006c¢). Ici toutes les fermentations ont été conduites dans des flacons de verre, matériaux
non poreux, qui plus est fermés par des bouchons. Dans ces conditions, la volatilisation de
I’azote ammoniacal n’a pas pu se faire expliquant pourquoi aucune diminution de 1’azote

ammoniacal n’a pu étre observée.

3.3.1.4. L’azote aminé

Le taux d'azote aminé constitue un indice important, et est directement lié a la qualité
de la sauce de poisson. La variation de ce taux dans les différentes sauces expérimentales est

présentee sur la Figure 3.7.
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Figure 3.7 Contenu de I'azote des acides aminés des échantillons de Nuoc-mam

Ces cinétiques sont en tout point comparables a celles des autres études ou de fortes
analogies étaient observées entre azote total et azote aminé suggérant que les composés azotés
étaient hydrolysés en acides aminés au cours de la fermentation (Ooshiro et al., 1981; Nakano
et al., 1986; Klomklao et al., 2006c).

A I’exception des sauces faites a partir des surnageants (Tsu) toutes les autres ont une
valeur finale en azote aminé significativement supérieure a celle du témoin a la fin de
I’expérimentation (cf. Tableau 3.1). Ce sont dans les sauces réalisées a partir des culots que les
valeurs sont les plus importantes (11,29-12,13 g/1). Il semble donc qu’ici le mode de préparation

des sauces soit influent (culot > mélange > surnageant).

L'ajout de I’enzyme en début de fermentation a clairement induit une augmentation des
taux d'azote total et d'azote des acides aminés, surtout en début d’expérimentation. Cependant,
il s’avére qu’apres six mois, les différences observées sont faibles par rapport au témoin non

supplémenté. De plus, aucun effet notable quant a I’apport différé de sel n’est observé.

Tous ces résultats suggerent qu’a ce stade, une supplémentation en enzyme exogene
telle que Protex 51FP a accéléré le processus de liquéfaction de I’anchois en augmentant le taux

de protéolyse conduisant a des taux plus importants pour toutes ces formes d’azote a I’exception
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notable des sauces faites a partir de surnageant. Néanmoins, il faut noter que ces différences
tendent a s’atténuer au cours de la maturation, les valeurs finales étant au bout du compte

relativement proches.

3.3.2. Composition biochimique : comparaison entre les sauces expérimentales et

commerciales
3.3.2.1. Contenus azotés

Les valeurs finales de Nt et Naa des échantillons expérimentaux sont inférieures a celles
des echantillons commerciaux vietnamiens de bonne qualité (Phu Quoc et Ca-com 60), mais
légérement supérieurs a celles des sauces de Nuoc-mam vietnamienne Ca-com 30 et thailandaise

Con-ca qui sont de qualité inférieure (Tableau 3.1)

Les essais de fermentation ont été effectués a une température moyenne de 26,5°C
pendant 6 mois. Ces conditions n’ont pas permis d’obtenir une sauce de qualité supérieure selon
les normes en vigueur. La température un peu faible et temps de fermentation relativement
court n’ont pas conduit a un niveau suffisant d’hydrolyse et de fermentation. Une augmentation
de la température et/ou de la durée de fermentation aurait vraisemblablement favorisé la

protéolyse et amélioré la qualité des produits.

Plusieurs normes ont été établies pour qualifier les sauces de poisson selon différents
parametres : TCVN 5107 (Vietnam, 2003), Food and Drug Administration (FDA Thailande,
2003), TISI (Institut de Standards Industriels Thailandais), Codex 302-2011 (Codex

alimentarius, 2011). Les principaux critéres de classification sont indiqués dans le Tableau 3.2.

A I’exception du pH de la sauce témoin, tous les autres paramétres mesurés pour les
sauces expérimentales sont au-dela des exigences requises. Toutes ces sauces expérimentales,
bien que n’ayant six mois de maturation auraient donc pu étre étiquetées « sauce de poisson »

et mises sur le marché.

En ce qui concerne la teneur en azote totale (NT), toutes seraient étiquetées « 1°® classe »
selon la norme TVCN 5107, mais seules les deux sauces TO et les deux faites a partir de culot
(Tcu) auraient droit a cette appellation selon la norme ISI. Par comparaison avec les sauces

commerciales, les différentes productions expérimentales se situent, pour ce critéere, entre les
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sauces considérées comme étant de premiere catégorie et vendues comme telles (Phu Quoc et
Ca com 60) et celles de seconde catégorie (Ca com 30 et Con ca) étant néanmoins plus proches

de ces derniéres.

En ce qui concerne le ratio NnHa/Nr, toutes les sauces expérimentales et commerciales
répondent au critére maximal d’exigence et pourraient étre qualifiées de «extraordinaire» selon
la norme Vietnamienne TCVN 5107. Il semble que I’apport différé de sel ait eu un effet négatif
sur ce critére, principalement parce que 1’azote ammoniacal mesuré au bout de six mois était
systématiquement plus élevé pour ces échantillons. Néanmoins, les valeurs obtenues sont

relativement proches les unes des autres et du méme ordre que celles des sauces commerciales.

Le taux d’azote aminé (Naa) permet pour sa part de bien catégoriser les sauces selon la
norme TISI. Ainsi, seuls les lots expérimentaux TO et Tcu pourraient avoir le droit de bénéficier
de I’appellation 1%© classe (au méme titre que les sauces commerciales Phu Quoc et Ca com
60). Tous les autres a savoir le témoin et les Tsu seraient catégorisées 2e classe comme les
sauces commerciales Ca com 30 et Con ca.

Fort logiquement le ratio Naa/NT est donc lui aussi discriminant, mais dans une moindre
mesure. Si tous les lots répondent aux exigences minimales (>40%), certaines catégories
différentes sont identifiables selon la norme TVCN 5107. Ainsi, la sauce Tcu(-s) peut-elle étre
considérée comme « extraordinaire » et a ce titre supérieure a toutes les autres y compris les
sauces commerciales. Les sauces Témoin, TO(+s) et Tcu(+s) appartiennent quant a elles a la
catégorie « Surfine » et surclassent également les sauces commerciales. Enfin les lots faits a
partir de surnageant ainsi que le TO(-s) sont classés comme « 1% classe » au méme titre que

I’ensemble des sauces commerciales.
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Tableau 3.1 Caractéristiques biochimiques des échantillons de Nuoc-mam expérimentaux et commerciaux

Sauce de NT NNH3 Naa Naa/NT Nnna/NT NaCl Humidité

poisson (o) (9/1) (9/h) (%) (%) (g (%) PH
Témoin 18,67¢ 2,89 9,71¢ 52,00%¢ 15,502 231,24 71,19 6,82
TO (+s) 20,77 3,10% 10,66 51,353 14,949 223,84 69,82 6,11
TO (-s) 21,23%¢ 3,55 10,34° 48,68 16,70 218,53 66,46 6,07
Tsu (+s) 19,25% 3,089%f 8,47 44,001 16,00%¢ 196,53 69,83 5,86
Tsu (-s) 20,001 3,29 9,31% 46,40¢f 16,40% 201,84 70,93 6,09
Tcu (+s) 21,47 3,17 11,29% 52,61% 14,78% 197,48 70,71 6,05
Tcu (-s) 21,822 3,27% 12,132 55,612 14,97% 213,37 68,77 6,10
PhuQuoc 33,32 5,10 14,82 44,48 15,31 210,47 60,60 5,44
Cacom60 30,80 4,75 13,17 42,76 15,42 197,80 63,58 5,25
Cacom30 19,60 3,10 8,14 41,53 15,82 197,98 68,96 5,88
Con ca 19,32 2,68 7,86 40,68 13,87 202,78 72,07 5,11
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Tableau 3.2 Principaux parameétres de classification des sauces de poisson selon différentes normes

NT NnH3/NT Naa Naa/NT pH NaCl
(9/1) (%) (9/1) (%) (9/1)
TCVN 5107 Extraordinaire >30 Extraordinaire <20 Extraordinaire >55 4,5>X>6,5 | >200
25> Surfine >30 20< Surfine <25 50> Surfine >55
15> 1% classe >25 | 25< 1% classe <30 40> 1°° classe >50
10> 2e classe >15 30< 2e classe <35 35> 2e classe >40
FDA Thailande >9 40> X >60
TISI 1% classe >20 1% classe >10
15> 2e classe >20 7,5> 2e classe >10
>40 45>X>6,5 | >200

Codex alimentarius

>10
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3.3.2.2. Taux d’humidité et teneur en sel

Le taux d'humidité de la sauce de poisson est inversement proportionnel a la quantité de
matiére soluble, un faible taux indiquant une quantité élevee de matiére soluble (organique et
minérale). La teneur en sel impacte elle aussi directement sur le taux d’humidité, plus elle est

¢levée plus le taux d’humidité est faible.

Seule la norme établie par le Codex et TCVN 5107 fait explicitement mention de la
teneur en sel qui doit étre supérieure a 200g/l. D’aprés cette norme, deux productions
expérimentales (Tsu(+s) et Tcu(+s)) ne pourraient étre appelées sauces de poisson. Néanmoins
cela serait aussi le cas pour deux sauces commerciales dont une de premier choix (Ca com 60

et Cam com 30).

Bien que relativement proches les uns des autres, il semble que la supplémentation en
Protex 51FP a contribué a faire baisser le taux d’humidité dans les lots. De tous les lots
expérimentaux, c’est dans le TO(-s) que le taux d’humidité est le plus faible (66,5%) et dans le
témoin qu’il est le plus élevé (71,2%). Cependant, toutes les sauces expérimentales possedent
un taux d’humidité supérieur a celui observé pour les sauces commerciales, notamment par
rapport & celles dites de 1°¢ catégorie. Dans des études conduites sur plusieurs sauces
commerciales de poisson, Jung-Nim et al., (2001, 2002) ont trouvé un taux moyen d'humidité
de 65,9%, avec des valeurs plus élevées dans les échantillons laotiens et moindres pour les

produits thailandais et vietnamiens qui possédaient des taux d’azote total plus élevés.

Le taux de matiere organique dans la sauce peut étre estimé en soustrayant de la masse
du produit, les teneurs en eau et en sel. Il s’avere que sur ce critére les sauces apparaissent
tres différentes les unes des autres. Le classement correspondant est le suivant : Témoin(6%)
< Con ca (8%) < TO(+s) (8%) < Tsu (-s) (9%) < Tcu (+s) (10%) < Tcu (-s) (10%) < Tsu (+s)
(11%) < Ca com 30 (11%) <TO(-s) (12%) < Ca com 60 (17%) < Phu Quoc (18%). Ainsi c’est
dans le témoin que la valeur minimale est trouvée (6%) et dans la sauce commerciale Phu
Quoc qu’il y a le maximum (18%) soit un facteur 3 entre les deux. Le meilleur lot
expérimental (TO(-s)) se révele sur ce critere tres en deca des sauces commerciales de 1°
choix (12/17-18%). Sur cette base, il s’avere qu’a I’exception du témoin (trés en deca), les
lots expérimentaux sont comparables aux sauces commerciales de seconde catégorie. Aucune
conclusion ne peut cependant étre tirée quant a un quelconque effet d’un apport différé en

NaCl ou d’une séparation de phase.
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3.3.2.3. pH

Apreés six mois de fermentation, les échantillons expérimentaux ont des valeurs de pH
comprises entre 5,86 (Tsu(+s)) et 6,82 (Temoin), ces valeurs sont plus élevées que celles
mesurées sur les produits commerciaux (de 5,11 a 5,88). D’apres le codex, TCVN 5107 et sur
ce critere uniquement, lot Témoin excepté, tous les autres pourraient bénéficier de I’appellation

« sauce de poisson »

En regle générale, le pH des sauces de poisson oscille entre 5 et 6 (Jung-Nim et al., 2002,
Ravipim et al., 1993), mais des taux supérieurs peuvent parfois étre observés comme le note Jung-
Nim et al. (2001) avec 6,11 pour une sauce chinoise et 6,23 pour une sauce du Myanmar. Selon
Frans et Yoshiyuki (1996) le pH d’une sauce est lié¢ a son taux de sel, un faible taux de sel (100
g/kg) induisant un pH plus faible qu’un taux traditionnel (environ 200 g/kg). Comme les teneurs
en sel sont relativement semblables entre les lots, les différences de pH observées ici sont
certainement liées au taux d’acides aminés libres. Un allongement au-dela des 6 mois du

processus de fermentation devrait conduire a une diminution notable du pH.

3.3.3. Profils des acides aminés totaux et masse moléculaire des peptides des sauces

Nuoc-mam
3.3.3.1. Teneur en acides aminés totaux

Les profils et les quantités des acides aminés totaux (AAT, solubles) contenus dans les
échantillons expérimentaux et commerciaux de sauce de poisson sont présentés dans le
Tableau 3.3.

La quantité totale d’acides aminés quantifiés apparait trés différente selon les sauces.
Ainsi pour les lots expérimentaux, les teneurs les plus faibles sont trouvées pour les sauces
faites a partir de surnageant (Tsu) qui s’avérent méme inférieur au lot Témoin (-9% environ),
toutes les autres lui etant supérieures. Par contre, que ce soit pour les sauces faites a partir de
culot (Tcu) ou sans mélange de phases (T0), les différences entre elles apparaissent relativement
minimes sur ce critére (+2 a +6% par rapport au témoin). Ceci confirme bien les observations
précédentes portant sur la matiére organique des échantillons, essentiellement constituée de
matériel protéique qui sous 1’action des protéases (endogenes et Protex 51FP) s’est transformé

en acides aminés libres. Les valeurs trouveées ici (7137 a 8233 mg/100ml) sont du méme ordre
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que celles trouvées lors d’études comparables (6000 a 9800 mg/100ml, Jung-Nim et al. 2001 ;
Taira et al., 2007 ; Youngsawatdigul et al., 2007).

La teneur en acides aminés dans les sauces commerciales est tres variable et en accord
avec leur renommeée. Ainsi pour les sauces de premier choix (Phu Quoc et Ca-com 60) les
valeurs trouvées (15475,66 et 13040,41 mg/100ml respectivement) sont prés de deux a trois
fois supérieures a celles des sauces de qualité moindre (6522,72 mg/100ml pour Ca-com 30 et
4433,25 mg/100ml pour Con-ca).

3.3.3.2. Composition en acides aminés

Dix-sept acides aminés ont été identifiés dans les différentes sauces expérimentales et
commerciales. Parmi ceux-ci certains sont dans tous les cas minoritaires tels 1’hydroxyproline,
la tyrosine et Cys-Cys, qui a eux trois ne représentent jamais plus de 0,85% de la totalité des
acides aminés quantifiés. A I’inverse, I’acide glutamique et 1’alanine sont toujours trés présents
et quantifiés parmi les 3 acides aminés les plus représentés ; a eux deux ils représentent de 23

a41% du contenu en acides aminés de toutes les sauces.

Les sauces expérimentales sont riches en alanine (800-1400 mg/100ml), acide
glutamique (840-1320mI1/100ml), leucine (700-820 mg/100ml), glycine (640-840 ml/100ml),
acide aspartique (460-870 mg/100ml), valine (550-750 mg/100ml), isoleucine (510-680
mg/100ml) et proline (420-530ml/100ml). A eux huit, ces acides aminés contribuent & hauteur
de 71 a 82% de la teneur totale en acides amines selon les sauces. Toutefois, les taux de ces
acides aminés sont plus faibles pour i) les échantillons Tsu (+/-s), ce qui s’explique par le fait
que ces échantillons résultent de la fermentation de surnageant appauvri en substrat protéique,
et i1) pour I’échantillon Témoin produit selon la méthode traditionnelle, sans enzyme

protéolytique ajouté, donc avec un taux d’hydrolyse inférieur.

Si les compositions en acides aminés des sauces expérimentales s’averent relativement
identiques (en valeur relative) dans les sauces expérimentales, elles apparaissent trés différentes
de celles des sauces commerciales et particulierement de celles de premiere catégorie dans
lesquelles la leucine et dans une moindre mesure 1’isoleucine sont beaucoup moins présentes
(environ 3% et 4% respectivement). Pour ces deux acides aminés, les productions

expérimentales se rapprochent nettement plus des sauces de seconde catégorie (Ca com 30 et
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Con ca). Dans les sauces commerciales, ce sont 'alanine, I’acide glutamique, la glycine, la

leucine, la valine, I'isoleucine qui prévalent.

Ces differences de composition en acides aminés libres sont susceptibles de modifier
leurs caracteéristiques sensorielles comme le mentionne Jung-Nim et al., (2002) pour qui
I'acide glutamique et l'alanine, mais aussi la thréonine, la tyrosine, I'histidine et la

méthionine constituent les composants caractéristiques du godt de la sauce Nuoc-mam .

3.3.3.3. Acides aminés essentiels (AAEg) et ratio AAe/AAT

La valeur nutritionnelle d’une protéine et a fortiori d’un hydrolysat de protéines telle la
sauce de poisson est en grande partie conditionnée par sa teneur en acides aminés essentiels et

par le ratio de ceux-ci sur les acides aminés totaux.

Pour tous les lots expérimentaux, supplémentés ou non en Protex 51FP, la teneur en acides
aminés essentiels varie de 3,4 a 3,89/100 ml soient quasiment 1,5 fois plus que dans les sauces
commerciales de seconde catégorie (2,3 pour Cam com 30 et 2,1 pour Con ca), mais pres de 1,5
fois moins que celles des sauces de premiére catégorie (4,6 pour Cam com 60 et 5,99/100ml pour
Phu Quoc). Sur d’autres sauces commerciales indonésiennes de type bakasang, Frans et
Yoshiyuki (1995) ont signalé des taux d’acides aminés essentiels entre 4236 et 4665 mg/100ml.
Ceci n’est finalement pas trés différent des remarques formulées lors de ’analyse des teneurs en
acides aminés totaux. Il convient néanmoins de regarder le ratio AAe/AAT afin de voir si un

quelconque bénéfice d’une supplémentation en Protex 51FP est perceptible.

Dans les lots expérimentaux supplémentés, ce ratio varie de 0,43 a 0,48, le témoin ayant
pour sa part un ratio de 0,46. Le partage de phase intervenu apres six heures de protéolyse a influé
sur ce ratio. Ainsi, les valeurs les plus élevées ont-elles été obtenues pour les sauces faites a partir
de surnageant (Tsu), mais ceci est a contrebalancer avec leur faible teneur en acides aminés
totaux. Par comparaison avec le Témoin non supplémenté, aucun effet notable de 1’ajout de Protex

51FP n’est perceptible sur ce critére.

Les sauces commerciales présentent des ratios tres variables. Curieusement, le plus
élevé (0,48) est obtenu pour la sauce Con ca considérée comme étant de moindre qualité. Tout
comme pour les échantillons Tsu cela est a mettre en relation avec sa faible teneur en acides

aminés totaux. Pour I’autre sauce de seconde catégorie (Ca com 30), le taux relevé est tres faible
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et ne peut étre expliqué par sa richesse en acides aminés totaux. Elle peut donc étre considérée
comme la sauce ayant la moins bonne valeur nutritionnelle entre toutes (peu d’acides aminés
essentiels et peu d’acides aminés totaux). Pour les deux sauces a plus forte valeur marchande,
si elles sont considérées comme riches en acides aminés totaux, il n’en est rien quant a leur
valeur nutritionnelle basée sur le ratio AAe/AAT contenu en acides aminés essentiels. Celui-Ci
s’avere trés inférieur a celui obtenu pour les productions expérimentales (0,35-0,38). Ces sauces
apparaissent donc riches en acides aminés, mais relativement pauvres en proportion d’acides

aminés essentiels.

3.3.3.4. Profil moléculaire des peptides

La répartition des masses moléculaires des peptides contenus dans les échantillons

expérimentaux et commerciaux est présentée dans le Tableau 3.4.

Pour tous les échantillons (expérimentaux et commerciaux), plus de 90% des peptides ont
une masse moléculaire inférieure a 600Da (soit 4 & 8 acides aminés), plus de 70% sont inférieurs
a 360 Da (soit 3 a 4 acides aminés) et plus de 10% sont sous forme d’acides aminés libres. Cela
illustre bien le fort degré de protéolyse a I’issu de la maturation des matiéres premiéres. Cela
conforte également la renommeée des sauces de poisson, réputées comme tres digestes. En effet,
de tels peptides de taille si réduite franchissent aisément la barriére intestinale sans nécessité de

processus de digestion.

De tous les lots expérimentaux, il s’avere que c’est pour le Témoin, que les peptides sont
en moyenne les plus gros, avec une plus grande proportion de peptides supérieurs a 200 Da (55%)
et 4 360Da (27%). A I’inverse, c’est dans 1’échantillon non séparé et avec un ajout de sel dés le
début (TO(+s)) que la protéolyse a été la plus intense avec moins de 20% des peptides dont la
masse excéde 360Da. Néanmoins, les différences entre les productions expérimentales
supplémentées sont faibles. Cela illustre encore 1’action positive de Protex 51FP sur la protéolyse,
conduisant non seulement a la solubilisation des protéines, mais aussi a leur plus forte

fragmentation en petits éléments (peptides ou acides aminés libres).

La répartition moléculaire des peptides dans les sauces commerciales est globalement
similaire a I’exception toutefois notable de I’absence de composés supérieurs a 1300Da et a la

plus faible proportion de peptides supérieurs a 900Da dans les deux sauces de premiére catégorie.
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Ceci illustre bien la qualité de leur fabrication et notamment de leur temps de maturation trés long
(12 mois et plus) justifiant en partie leur cout plus élevé.

Le résultat le plus important de cette analyse est li¢ a I’absence de composés de poids
supérieur a 2500Da. Cela signifie donc que les enzymes de type protéases, endogénes ou non, de
poids largement supérieurs, ont été¢ dénaturées. Cette analyse permet donc d’affirmer que Protex
S1FP a été hydrolysée au cours des six mois de maturation. Il n’est donc pas nécessaire de
proceder a son inactivation et son utilisation telle que pratiquée ici entre donc dans la
réglementation des auxiliaires technologiques. A ce titre, aucune obligation de mentionner sa

présence ou son utilisation sur I’étiquette du produit fini ne peut donc étre exigée.
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Tableau 3.3 Profil des acides aminés libres des sauces de poisson expérimentales et commerciales (mg/100ml)

Echantillons Témoin  TO (+s) TO(-s) Tsu(+s) Tsu(s) Tcu(+s) Tcu(-s) PhuQuoc Cacom Cacom Con ca

00 20
Isoleucine 54880 65820 56518  530.80 51917 68636 61010 58201  477.04  380.27  380.55
Leucine 698,83 811,11 75357 78452 82436 77632 751,72 52476 381,63 38027 536,67
Lysine 331,65 452,10 578,88 397,27 266,60 54642 337,73 108291 871,67 351,30 240,69
Méthionine 240,84 279,24 24662 24704 23854 24989 217,89 23376 143,11 11951 123,60
Thréonine 533,00 73,13 321,98 273,75 50865 109,95 49752  1097,23 83698 278,87 217,92
Phénylalanine 398,77 35237 376,78 32048 347,28 36650 40310 52953 429,33 220,92 191,90
Valine 64750 70806 698,76 60091 554,25 74300 70815 117833 103213 459,95 318,75
Histidine 240,84 12632 23635 20364 18241 15327 23242 667,88 40331 13400 136,61
Total AAE 364021 346053 377812 335841 344126 363172 375862 589640 457520 232510  2146.69
Alanine 94756 133302 1404,38 864,64 806,82  1002,89 886,09 186528  1504,83 604,82 383,80

Acide aspartique 686,98 468,72 482,97 694,38 627,92 862,95 875,20 1703,09  1478,81 517,90 354,53
Acide glutamique  1172,61  1323,05 1219,41 904,70 841,90 1246,11  1314,61  2418,67 2172,68 2089,69 933,49

Glycine 714,62 791,17 842,63 711,08 638,44 826,30 693,62 1607,68  1890,79 503,41 305,74
Hydroxyproline 27,64 26,59 34,25 23,37 24,56 26,65 29,05 100,18 69,39 25,35 22,77
Tyrosine 11,84 19,95 13,70 3,34 10,52 19,99 14,53 9,54 8,67 7,24 6,51
Proline 481,68 531,88 524,07 457,36 424,46 533,10 522,94 1097,23 871,67 289,73 182,14
Serine 173,72 53,19 68,51 106,83 333,25 63,31 69,00 758,52 459,69 141,24 97,58
Cys-Cys 23,69 23,27 17,13 13,35 10,52 19,99 7,26 19,08 8,67 7,24 0,00
Total AANE 424034 457082  4607,05 377905 371838 460129 441229 957926 846521 4186,62  2286,55
Total 788055 803135 838517 713746 7159,64 8233,02 817092 1547566 1304041 6511,72 443325
AAE/total 46,19%  43.09%  4506%  47.05%  48.06%  44.11%  46.00%  38.10%  3508%  3571%  48.42%
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Tableau 3.4 Répartition des masses moléculaires des peptides (exprimée en %) des sauces expérimentales et commerciales

Echantillon PM>2500D 2500D>PM>1300D 1300D>PM>900D 900D>PM>600D 600D>PM>360D 360D>PM>200D 200D>PM>130D PM<130D

Témoin 0 0,16 1,43 6,38 18,79 27,51 32,18 13,10
TO (+s) 0 0,03 0,77 3,91 14,42 28,49 38,45 13,51
TO (-s) 0 0,09 1,18 4,81 15,55 25,69 38,90 13,35
Tsu (+s) 0 0,004 0,50 4,12 15,67 28,57 39,85 10,84
Tsu (-s) 0 0,07 1,20 5,43 17,79 26,72 36,26 12,09
Tcu (+5) 0 0,07 1,24 4,82 16,49 30,11 33,31 13,50
Tcu (-s) 0 0,002 0,89 4,99 16,37 26,41 37,34 13,57
Phu Quoc 0 0,000 0,29 4,34 20,20 32,33 32,47 10,01
Ca-com 60 0 0,000 0,68 4,56 20,12 32,13 31,44 10,65
Ca-com 30 0 0,07 1,18 4,87 17,72 32,11 32,33 11,30
Con-ca 0 0,12 1,54 6,54 18,18 25,70 33,84 13,74
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3.3.4. Valeur sensorielle de la sauce de poisson

La valeur sensorielle des sauces de poisson a été estimée par une analyse qualitative de
la couleur, de lI'odeur et de la saveur respectant les normes en vigueur (TCVN 5107 : 2003 -

Codex stan 302-2011), les résultats sont présentés dans la Figure 3.8.

Par comparaison avec la sauce commerciale Phu Quoc, le panel de gouteurs a trouvé
que les échantillons expérimentaux avaient un globalement le méme goQt, mais que la couleur
différait fortement. Les échantillons supplémentés en Protex 51FP sont apparus plus bruns,
plus foncés que 1’échantillon commercial ou le Témoin, qui eux présentaient une teinte plus
rougeatre caractéristique de la sauce Nuoc-mam. Cette coloration brune plus intense pourrait
étre due a la couleur de I’enzyme ou plus vraisemblablement a une réaction de mélanose, a
savoir une oxydation de la tyrosine produisant de la mélanine. D’aprés Zentaro et al., (1982)
et Youngsawatdigul et al., (2007) les sauces de poisson sont généralement de couleur
ambre/jaune durant les deux premiers mois de fermentation, puis elles s’obscurcissent

progressivement.

L’odeur des échantillons expérimentaux, y compris celle du Témoin, est apparue moins
intense que celle de la sauce commerciale. Cette faiblesse d’intensité pourrait étre la
conséquence d’une durée de fermentation restreinte (6 mois au lieu de 12), mais ceci va a
I’encontre des travaux de Youngsawatdigul et al., (2007) qui rapportent que 1’odeur
d’échantillons expérimentaux démarrés par différentes cultures était apres 4 mois de
fermentation, équivalente a celle de sauces traditionnelles ayant fermenté 12 mois. La faible
température moyenne lors des essais (26,4°C en moyenne au lieu de 30-35°C) pourrait

expliquer cette moindre formation de composés odorants.

Frans et Yoshiyuki, (1995) ont suggéré que le développement de lI'arbme était lié a la
concentration en sel et que la saveur "balasang" (saveur typique d’une sauce indonésienne)
pouvait étre attribuée a I'acide glutamique, mais cet acide aminé est tres largement présent dans
les différences sauces expérimentales (Tableau 3.3). En 2002, Jung-Nim et al., ont identifié
onze composés, a 1’aide de tests d'omission et d'addition, comme étant les composants gustatifs
actifs du Nuoc-mam : l'acide glutamique, I'acide aspartique, la thréonine, I'alanine, la valine,
I'histidine, la proline, la tyrosine, la cystine, la méthionine et I'acide pyroglutamique. Selon ces
auteurs les composés les plus efficaces pour recréer la saveur Nuoc-mam caractéristique sont

I'acide glutamique, l'acide pyroglutamique et I'alanine.
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Le manque de typicité observé ici pourrait donc étre lié a une formation restreinte de
composes durant la fermentation, mais aussi & des différences de ratio entre les diverses

molécules a I’origine de la sapidité.
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Figure 3.8 Valeur sensorielle de la sauce de poisson
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3.3.5. Les rendements de production

A I’issue des six mois de maturation, les quantités de sauce produites ont été quantifiées
par pesée (Tableau 3.5). Les rendements de production correspondants sont calculés en fonction
des matiéres premiéres mises en ceuvre : anchois (5kg), sel (1,25 kg) et eau (1kg), selon la

formule [rendement = sauce (kg) x 100 / 7,250]. lls sont présentés sur Figure 3.9.

Les rendements de production des différents essais montrent que les fermentations en
mélange donnent des résultats supérieurs a ceux des essais réalisés aprés la séparation
culots/surnageants, 1’essai en mélange avec incorporation tardive de sel (TO (-s) étant le plus
concluant (33,49%). La fermentation des culots de filtration conduit aux rendements les plus
faibles [Tcu (+s) 9,34%], celle des surnageants a des valeurs intermédiaires, de 1’ordre de 18%,

similaires a celle du témoin (18,6%).

40 A
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TO (+5) TO{=s) Teui+sp Tsui=s) Ton(+5) Ton (=5} Temom

Figure 3.9 Rendement de production des sauces de poisson aprés 6 mois de

fermentation

Le fait d’ajouter le sel apres 6 heures de fermentation accroit Iégerement les rendements,
toutefois les différences observées ne sont pas toujours significatives (les différences entre les

essais sur les surnageants ne le sont pas).
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Les rendements de production des essais de fermentation en mélange en présence de
Protex 51FP, TO (-s) et TO (+s), sont respectivement 1,8 et 1,6 fois supérieurs a celui de

I’échantillon Témoin.

Les quantités d’azote récupéré dans les sauces expérimentales (Tableau 3.5) dépendent
du procédé de production. Les fermentations en mélange [TO (+/-s)] permettent de récupérer
des quantités d’azote nettement supérieures aux fermentations des culots [Tcu (+/-S)], des
surnageants [Ts (+/-s)], et méme du Témoin. Le meilleur taux de récupération étant obtenu lors
du TO (-s) avec 60,69 g N/5kg poisson.

Tableau 3.5 Quantité de sauce de poisson et azote récupérable

Fish sauce Sauce (kg) g N récupérable
TO (+s) 2,13v+0,036 50,18»+0,98

TO (-s) 2,482+0,037 60,692+1,16

Tsu (+s) 1,30¢¢+0,044 34,85de+(),52
Tsu (-s) 1,34¢d+0,062 35,07¢+0,63

Tcu (+s) 0,688+0,021 18,008+£0,31

Tcu (-s) 0,77t£0,015 19,13f+0,47
Témoin 1,35¢+0,040 29,014+0,56

L’ajout de Protex 51FP dans les fermentations en mélange (TO (+/-S) a induit une
augmentation forte de la quantité d’azote récupéré, a savoir 1,7 a 2,1 fois plus importante que

dans I’échantillon Témoin.

Ces résultats prouvent que l'addition de I’enzyme Protex 51FP accroit fortement le
rendement de production de sauce et que le fait de retarder 1’ajout de sel a un effet
potentialisateur secondaire. Ceci confirme en partie les travaux de Zentaro et al., (1982) qui
notaient qu’une addition tardive de sel (dans les 24 heures), une température de fermentation
¢élevée, 50°C et un broyage préalable du poisson étaient des facteurs susceptibles d’augmenter

les rendements de production .
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3.4. Conclusion

Apres six mois de fermentation, les sauces de poisson issues des échantillons
supplémentés en enzyme protéolytique Protex 51FP ont présenté des taux d’azote total
supérieurs a ceux des échantillons obtenus selon la méthode traditionnelle, attestant de
I’efficacité de I’enzyme. Cependant, les essais réalisés sur les culots de filtration ont conduit a
des rendements et des taux d’azote récupérés trés faibles, de I'ordre du tiers des valeurs
obtenues par une fermentation en mélange avec ajout d’enzyme. Ceux réalisés sur les
surnageants ont conduits a des rendements comparables a ceux de la méthode traditionnelle,
soit environ de 50% inférieurs aux essais en mélange. Les fermentations en mélange sont donc

nettement plus efficaces que celles réalisées sur phases séparées.

Le fait de différer de 6 heures I’apport de sel augmente les rendements de production,

les taux d’azote total et d’acides aminés de la sauce.

Toutefois, la qualité sensorielle des sauces supplémentées est légérement inférieure a
celle de la sauce Nuoc-mam traditionnelle, en particulier la couleur qui est moins rouge
caractéristique, plus brune, 1’odeur un peu plus ammoniaquée et acre, et la saveur umami y est

moins prononcee.

Suite a des contraintes pratiques, les essais ont été réalisés a des températures inférieures
de 5 a 10°C aux températures usuelles. Une fermentation a des températures plus classiques
aurait vraisemblablement conduit a une protéolyse plus importante et peut étre aussi a une
modification des propriétés organoleptiques de la sauce suite a une maturation plus intense a
I’origine des molécules conférant a la sauce Nuoc-mam ses caractéristiques sensorielles
particuliéres. D’autre part, les essais ont été effectués dans des flacons en verre non poreux
alors que traditionnellement la production de Nuoc-mam est réalisée soit dans des jarres en terre
pour des petits volumes (20 a 50 I) ou des cuves en bois ou en bétons pour des volumes
supérieurs. Cette absence de porosité n'a certainement pas permis l'adsorption de ferments et
d’arémes susceptibles de conférer au produit fermenté des caractéristiques sensorielles

specifiques.
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CONCLUSION GENERALE ET PERSPECTIVES

La sauce de poisson est produite de fagon traditionnelle dans la plupart des pays d’Asie.
Chaqgue pays possede sa propre technique pour créer une multitude de produits aux propriétés
nutritionnelles et sensorielles variées. Les méthodes de production sont souvent
« standardisées » au sein d’une méme région, mais il y a de trés nombreuses variations selon
les traditions et les especes de poisson. Les méthodes de production reposent néanmoins toutes
sur le principe d’un mélange de poisson entier et de sel et d’une fermentation a température

ambiante pendant 5 a 24 mois.

Les sauces de poissons vietnamiennes sont les plus réputées d’entre toutes,
particulierement pour leur qualité gustative et se vendent un peu partout dans le monde. Le
gouvernement vietnamien, conscient de l’intérét et de I’importance économique, souhaite
controler un peu plus les productions en les standardisant et en augmentant la production, tout
en maintenant une haute qualité des produits finis. C’est dans ce contexte qu’intervient ce
travail qui a porté sur 1’intérét d’une supplémentation en protéase exogene notamment pour

accelérer le processus de fabrication.

La premicre partie de ce travail a consisté a étudier I’action de protéases industrielles a
large spectre sur la protéolyse de deux especes de poissons intervenant dans la fabrication de

sauce de poissons : I’anchois et la sardine.

Quatre enzymes répondant aux criteres fixés (haute salinité, pH libre, température
ambiante) ont ét¢ tout d’abord étudi€es sur la sardine. Pour toutes les enzymes testées, la méme
tendance a été observée a savoir qu’une augmentation de la concentration en sel influencait
négativement l'activité et entrainait une diminution de I'efficacité de I'nydrolyse. Sur la base du
degré d’hydrolyse (DH), deux enzymes ont été retenues pour la suite de I’étude; Protex 51 FP
et Protamex ; ces deux enzymes s’avérant étre les plus a méme d’hydrolyser les protéines de la
sardine dans les conditions fixées. Une deuxieme série d’expériences a été conduite afin
d’étudier plus en détail la protéolyse de la sardine pendant 6 heures en présence ou non de ces
deux enzymes. Il ressort que I’adjonction de ces deux enzymes favorise I’hydrolyse de la

sardine et permet ainsi la solubilisation d’une plus grande quantité¢ de matieére. Néanmoins,
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I’action de ces deux enzymes est affectée par la forte concentration en sel, les DH relevés ayant
diminué de 33% pour Protex 51FP et de 42 pour Protamex lorsque la concentration en NaCl
passe de 0 a 30%. Entre ces deux enzymes, c’est Protex 51FP qui s’est avérée la plus
performante et qui a donc été utilisée pour la derniére série d’expériences sur la sardine simulant
les conditions de production traditionnelle (30°C, 25% de NaCl). A I’issu de toutes ces séries
d’expérimentations sur la sardine, il ressort que c’est avec Protex 51FP que les meilleurs
résultats sont obtenus, son activité résiduelle a 30°C, méme avec 30% de NaCl, s’avérant encore
trés intéressante. Méme dans les conditions les plus défavorables (30°C et 30% NaCl 1), I’ajout
de 1% de cette enzyme permet en 3 heures d’avoir un % de matériel solubilisé¢ en plus avec un

doublement du degré d’hydrolyse des protéines.

Sur la base des travaux de laboratoire conduits sur la sardine, 1’efficacité des enzymes
Protex 51FP et Protamex a été évaluée sur la production de sauce d’anchois. Il apparait que,
comme avec la sardine, I’adjonction de ces protéases permet une meilleure liquéfaction du
poisson et une accélération du processus. La aussi, il ressort que parmi les deux, c’est Protex
51FP qui se révele étre la plus efficace avec au final un degré d’hydrolyse plus €levé et une

meilleure solubilisation de la matiere, quelles que soient les concentrations en sel dans le milieu.

Une comparaison entre ces séries d’expériences conduites pendant 6 heures, avec Protex
51FP et 30% de NaCl, sur la sardine d’une part et sur 1’anchois d’autre part, révele que, c’est
ce dernier qui se préte le mieux a des hydrolyses dans les conditions retenues. En effet, ¢’est
avec I’anchois que systématiquement les indices mesurés sont les plus élevés : taux de

solubilisation de la matiere organique (39/18%), DH (22/20).

A P’issu de cette premiére partie, ce sont donc la protéase Protex 51FP et I’anchois qui

ont été retenus comme agent biologique et comme matrice biologique pour la suite de 1’étude.

La deuxiéme partie de ce travail entierement réalisée au Vietnam visait a étudier le
bénéfice d’une adjonction de 1% de Protex 51FP sur le processus traditionnel de fabrication de
Nuoc mam. Pour ce faire, plusieurs productions de sauce ont été conduites sur la base de 5kg
d’anchois additionnés de 25% de NaCl (1,25 kg) et de 20% d’eau (1 kg). La maturation des

sauces a été réalisée en flacon de verre de 10 litres et en extérieur. La durée de 1I’expérimentation
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a ¢té de 6 mois avec des prélévements mensuels pour suivre 1’évolution du processus de
maturation. En complément d’une éventuelle action a long terme de 1’enzyme, 1’effet d’un
apport différé en sel (6 heures apres) et d’une séparation de phases (culot/surnageant apres 6
heures) ont été évalués. Pour ce faire, ce sont donc sept sauces expérimentales qui ont été suivies
et comparées entre elles : un Témoin et 6 sauces additionnées avec 1% de Protex 51FP.A I’issu
des 6 mois il ressort que sans aucun doute 1’ajout de Protex S51FP a un effet positif sur le
processus, mais que cet effet est plus ou moins marqué selon les conditions de production des

Sauces.

Le premier effet particulierement notable, quelles que soient les sauces, est une
acceélération du processus de liquéfaction par augmentation de la protéolyse, particulierement
lors du premier mois. Ceci se traduit se traduit au final par une augmentation de 1’ordre de 10%
de la teneur en azote total dans les sauces supplémentées par rapport au Témoin (22-22/19gN/I) ;
I’effet d’un apport différé en sel ou d’une séparation de phase ne semblant pas trés marqué pour
ce critére. Le suivi de 1’azote aminé conforte ces observations avec une forte accélération lors
du premier mois pour les échantillons supplémentés en enzyme et des valeurs a 6 mois
supérieures a celles du Témoin (sauf pour les surnageants). Ces résultats suggerent donc que la
supplémentation des milieux avec 1% de Protex 51FP, dés le début de la maturation, a permis
d’accélérer la liquéfaction par augmentation de la protéolyse conduisant & une augmentation de
toutes les formes azotées (a I’exception des sauces faites a partir de surnageant). Compte tenu
de la longue durée de la maturation, le bénéfice d’une séparation des phases ou d’un apport

différé en sel ne semble pas évident sur les valeurs finales.

Le deuxiéme effet particulierement notable concerne le rendement de production de
sauce de poisson. En effet, la quantité de sauce récupérée par unité de poisson est, a I’exception
des expériences conduites sur les culots, supérieure au Témoin lorsque 1% de Protex 51FP a
été ajouté au mélange. Pour les sauces sans séparation de phase et donc les plus proches du
Témoin, les rendements obtenus a 6 mois ont été 1,6 a 1, 8 fois supérieurs selon que 1’ajout de
sel ait été différé ou non. Ces résultats prouvent que Protex 51FP est a méme d’accroitre trés
fortement les rendements de production et que 1’apport différé en NaCl peut avoir un effet

potentialisateur non négligeable.

La classification sur des critéres biochimiques des différentes sauces expérimentales par
le biais des normes en vigueur a été établie (TVCN 5107, FDA Thailande, TISI, Codex
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alimentarius). Sur ces critéres, ces sauces ont également été comparées a des sauces

commerciales.

Sur la base de leur teneur en azote total, toutes ces sauces expérimentales, y compris le
Témoin peuvent prétendre a I’appellation « Sauce de poisson » puisque dans toutes il est retrouvé

au minimum 18gN/I.

Quatre des sept sauces expérimentales, (Ile Témoin, un surnageant et un culot exceptés),
répondent aux exigences minimales pour prétendre a 1’appellation « sauce de poisson » a savoir
une teneur en azote total supérieure a 10gN/l (minimum 18gN/I pour le Témoin), une teneur en
azote aminé supérieure a 7,5¢g/1 (minimum 8,5), un rapport Naa/nt supérieur a 40% (minimum
observé 44% pour un surnageant), un pH compris entre 4,5 et 6,5 (minimum 5,86, maximum
6,11 ; 6,86 pour le Témoin) et une teneur en NaCl supérieure a 200g/l (196 pour un surnageant et
197 pour un culot). D’apres la norme vietnamienne TVCN 5107, toutes les sauces y compris le
témoin pourraient étre catégorisées « 1% classe », mais seules celles n’ayant pas eu de séparation
de phase le seraient selon la norme thailandaise TISI. En prenant en compte toutes ces normes, il
ressort que les sauces supplémentées en Protex 51FP et non séparées en phase répondent a toutes
les exigences requises pour prétendre a I’appellation « sauce de poisson de 1% classe ». Ceci est
relativement remarquable compte tenu du temps tres court de maturation a savoir 6 mois, bien

inférieur aux pratiques usuelles (12 a 24 mois).

Remarque : [’analyse des sauces commerciales révele que 2 ne répondent paS aux
exigences minimales en ce qui concerne la teneur en sel avec des taux de 198g/l (Cam com 60 et
Cam com 30). Si l'on excepte ce critere, c’est donc la totalité des sauces expérimentales

additionnées de Protex 51FP qui peuvent donc prétendre a [’appellation « sauce de poisson »

L’analyse de la valeur nutritionnelle de ces sauces expérimentales a été évaluée en
mesurant leur teneur en acides aminés essentiels et particulierement en établissant le ratio acides
aminés essentiels/acides aminés totaux (AAe/AAT). 1l ressort que les taux d’acides aminés
totaux sont comparables a ceux de sauces commerciales (notamment ceux de 2de catégorie) et
que I’apport de Protex 51FP contribue a I’augmenter. Le ratio AAg/AAT se trouve amélioré
quand I’enzyme est ajoutée au mélange contribuant ainsi a renforcer la valeur nutritionnelle des
sauces résultantes (qui se retrouve supérieure a la majorité des sauces commerciales étudiées
ici).
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L'analyse du profil moléculaire peptidique des sauces révele que celles-ci sont
dépourvues de composés de poids moléculaire supérieurs a 2500Da et confirment donc que
I’enzyme Protex 51FP n’est plus présente dans les mélanges aprés 6 mois de maturation. Ce
résultat est d’importance, car il s’avére que 1’enzyme ne doit pas étre inactivée dans le produit
final et que son utilisation relévera du réglement des auxiliaires technologiques (non-obligation
de la mentionner sur I’étiquette du produit final). L’ajout de cette protéase dans le mélange
réactionnel a conduit a I’obtention de peptides de taille plus réduite que pour le témoin,
certainement par 1’action d’une protéolyse plus poussée. Protex S1FP contribue ici également
a ameéliorer la valeur nutritionnelle de la sauce en augmentant sa digestibilité, les petits peptides

et acides aminés libres franchissant plus aisement la barriére intestinale que les gros.

Pour finir, 1I’évaluation sensorielle des sauces de poisson expérimentales a été réalisée.
Globalement pour tous les critéres, le panel de gouteurs a jugé ces sauces comme étant de
qualité moindre que la sauce de 1°® catégorie utilisée comme référence. Ainsi ces sauces sont
apparues plus brunes et foncées sans présenter la couleur rougeétre caractéristiqgue du Nuoc
mam. L’odeur est apparue globalement moins intense et le golt peu marqué. Ce manque de
typicité est certainement di au temps tres court de maturation (6 mois), mais aussi
vraisemblablement aux basses températures lors de la fermentation (26°C) et a 1’utilisation
de contenants non poreux limitant fortement les échanges pourtant nécessaires au

développement des ardbmes caractéristiques de ce type de produit.

En conclusion, 1'utilisation de Protex 51FP comme auxiliaire technologique dans des
procédés de fabrication de sauce de poisson de type Nuoc mam s’avere tres intéressante a plus
d’un titre. Le temps de production est notablement réduit, les rendements de production sont
augmentés et la valeur nutritionnelle des produits est non seulement conservée, mais améliorée.
Les qualités sensorielles de ce type de produit doivent cependant étre renforcées et améliorées
afin de retrouver la typicité des sauces de poisson. Il conviendrait pour cela d’étendre la phase
de maturation au-dela des 6 mois, de la réaliser dans des contenants poreux tel que cela est
usuellement pratiqué et si possible de la conduire lorsque la température ambiante est plus

élevée (entre avril et septembre par exemple).
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Chaqgue année, au Vietnam, ce sont plusieurs centaines de milliers de tonnes de poisson
qui sont convertis en sauce de type Nuoc mam selon le procédé traditionnel. L utilisation d’une
telle enzyme permettrait d’augmenter les rendements de production et de raccourcir
notablement la phase de maturation sans bouleverser les pratiques en vigueur. Les produits ainsi
obtenus conserveraient les propriétés nutritionnelles et gustatives qui font la renommée des

sauces de poissons viethamiennes.
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Résumé

Les sauces de poisson sont un aliment traditionnel dans la plupart des pays d’Asie. Quel que soit le mode de
fabrication, le principe reste le méme a savoir une autolyse du poisson en présence de sel suivie par une phase
de fermentation. Pas moins de 18 mois sont nécessaires pour obtenir le produit final a savoir une sauce brune
tres salée et tres riche en acides aminés. Ce travail de thése vise a déterminer si un apport en protéases peut
accélérer le procédé sans altérer les caractéristiques sensorielles et nutritionnelles de la sauce. Le premier
chapitre présente les caractéristiques des sauces de poisson et les paramétres clés des procédés utilisés. Dans le
deuxieéme chapitre, plusieurs protéases industrielles sont comparées entre elles pour leur capacité a liquéfier du
poisson en condition hyper salines. Les cinétiques de protéolyse et les caractéristiques biochimiques des
hydrolysats résultants sont ensuite établies permettant une hiérarchisation des protéases étudiées. Dans le
dernier chapitre de ce mémoire, une étude comparative est menée sur la production de sauce d’anchois avec ou
sans apport de I'enzyme Protex 51FP sélectionnée comme étant la plus performante. Il ressort que I’ajout d’une
telle protéase augmente les rendements de production et contribue a améliorer plusieurs paramétres qualitatifs
tels les teneurs en azote total et azote aminée et conduit a la formation de peptides de taille plus réduite. Cette
étude confirme donc que malgré un milieu hyper-salin, des protéases industrielles peuvent faciliter la
liqguéfaction des matieres premiéres et donc réduire considérablement le temps de production des sauces de

poisson traditionnelles

Mots clés : Sauce de poisson, Hydrolyse, Enzyme, Protéase, Sardine, Anchois

Abstract

Fish sauces are traditionally used in most Asian countries. Whatever the process, the principle is the samei.e. a
fish autolysis in saline media followed by a fermentation step. Not less than 18 months are needed to obtain a
brown liquid rich in salt and amino acids. This PhD work aims to determine if an addition of proteases can speed
up the process while keeping the nutritional and sensorial properties. The first chapter presents the
characteristics of fish sauces and the key parameters of the processes used. In the second chapter, several
industrial proteases are compared each other for their capacity to liquefy the fishes in hyper saline conditions.
Kinetics of proteolysis and biochemical characteristics of the resulting hydrolysates are established allowing the
ranking of the proteases. In the last chapter, a comparative study is conducted on the production of anchovy
sauce with or without an addition of Protex 51FP retained as the most effective enzyme. It appears that addition
of such protease increase the production yield and contributes to improve several qualitative parameters such
as contents in nitrogen and amino nitrogen and leads to the recovery of smaller peptides. This study confirms
that despite a hyper saline media, industrial proteases may help the liquefaction of raw material and thus

considerably reduce the duration of the production of traditional fish sauces.

Key words : Fish sauce, Hydrolysis, Enzyme, Protease, Sardine, Anchovy
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