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Le péche maritime occupe une place appréciable dans la vie
socio-é&conomique du Sénégal.

En 1985, elle employait environ 100.000 salariés (24). La méms annés,
la péche participe pour 2p100 au produit intérieur brut (P.1.B) total du pays
et pour 12p100 au P.I.B du secteur primaire {(24). En outre, 1a production
etait eévaluée & 270.000 tonnes (dont 95.900 tonnes par l1a péche
industrielle) et 1e disponible était estimé & 26 Kg/hbt/an (24).

Si 1a péche artisanaie est essentiellement tournée vers la
consommation locale et 1'exportation vers certains pays africains, 1'Europe
constitue 1a principale destination des produits de 1a péche industrielle. En
1984, la part de la péche maritime dans les exportations du Sénégal,
s'élevait & 48 milliards F.CFA (soit 20p100 du total des exportations). La
valeur commerciale des exportations de conserves de thon était de 22
milliards F.CFA. Ces exportations portaient sur 22.688 tonnes (sgit
99,80p100) a destination de 1'Europe, en particulier de 1a France (24).

Ce pays avait connu plusieurs cas d'intoxications histaminiques
résultant de 1'ingestion de thon {en particulier le thon rouge), notamment
en: 1941, 1945, 1955, 1976, 1977 (13) (15). A 1a suite de ces intoxications,
qui étaient parfois collectives {(jusqu'da SO0 victimes & la fois), le contrdle
de 'histamine dans le thon fut instauré {(13) {15) et 1a conformité aux
normes est une condition sine qua non pour accéder au marché frangais. Cet
aspect commercial, ajouté & 1'aspect hygiénique, fait que la recherche
d'histamine est systématique sur le thon en provenance du Sénégal {(au
débarquement du thon entier et a 'exportation du thon en conserve). Lorsque
le taux d’histamine trouvé est supérieur & celui défini par les normes en
vigueur dans ces pays (France ou Sénégal), on procéde & une saisie ou un
refoulement du produit: c'est 1e cas d'un thonier {bateau spécialisé dans la
péche du thon) espagnol refoulé a Dakar au mois d'Ao(t 1989,

Avant de regagner le large, ce bateau a fait faire des analyses
d'histamine sur 65 échantillons; or I'analyse d'un échantilion coite 4.000
F.CFA 4 Dakar.

L'histamine est une amine biogéne qui peut étre physiologique (taux
trés faible et forme inactive) ou secondairement formeée essentiellement
par décarboxylation bactérienne de I'histidine. Le deuxiéme type d‘histamine
(objet de note étude), peut se trouver & des doses trés élevées et toxiques
dans plusieurs denrées alimentaires d'origine animale en particulier dans le
thon.
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Parmi les principales étapes de la filiére industrielle du than, ls
fabrication semble jouer un grand rdle dans 1a détermination du taux final
d'histamine au niveau des conserves.

Notre travail vise une appréciation de cette influence de 1a technologie
de fabrication; parallélement & cela, nous avons cherché & établir une
gventuelle relation entre taux d'histamine et pH.

Il s'inscrit dans le cadre général de la prévention des intoxications
histaminiques. Nous l'eXposerons en deux parties:

- une premiére partie bibliographique consacrée & des généralités sur
I'histamine et les intoxications histaminiques;

- une deuxieme partie ou partie expérimentale, relative aux moyens
utilisés et aux conclusions auxquelles hous sommes parvenues.



PREMIERE PARTIE: ETUDE BIBLIOGRAPHIQUE

- Chapitre 1 : HISTAMINE

- Chapitre 2 : INTOXICATIONS HISTAMINIQUES



Chapitre 1: HISTAMINE

Depuis la découverte de I'histamine, de nombreux travaux lui sont
consacrés.

Au fil du temps, ces recherches ont permis de clarifier, de plus en plus,
les mécenismes et les facteurs de veristion de sa formation dans les
denrées alimentaires. L'histamine est retrouvée & tous les stades de 1a
filiére poisson, mais & des taux variables; aussi des normes furent fixées
en 1a matiére.

Des méthodes de dosage existent depuis longtemps et elles permettent
d'apprécier notamment 1a toxicité de 1'histamine.

1.1. Historique

L'histoire de 'histamine remonte au début de ce siécle.

- 1907. WINDAUS et YOGT réalisent 1a synthése de 1'histamine pour l1a
premiére fois {48).

- 1910: - DALE et LAIDLAW exposent, les premiers, les propriétés
biologiques de 1'histamine {23).

- ACKERMANN et KUTSCHER, de méme que BARGER et DALE,
ont mis en évidence - pratiquement 8 1a méme période - 1'histamine dans
'ergot de seigle {48).

- 1912: SUZUKI, MITRATA et OTSUKI trouvent de 1'histamine dans le
thon (Thunnus Thynnus) (38).

- 1927: BEST et Collaborateurs demontrent qu'en dehors de 1'histamine
secondairement formée par les bactéries, il existe une autre naturellement
présente dens les tissus des organismes supérieurs et ils révelent sa
formule chimique (48).

- 1937: BOVET et STAUB découvrent 1e premier antihistaminique {23).

- 1946: LEGROUX et Collaborateurs introduisent la notion
d'intoxications histaminiques par e thon (38).

- De 1946 & nos jours, I'histamine est restée un probléme d'actualité et
les facteurs qui déterminent sa formation font toujours l'objet de
recherches.
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1.2. Formation dans les poissons: mécanisme et facteurs de
variation

L'histamine est une amine biogéne résultant de 1e décarboxylstion de
I'histidine par des enzymes histidine-décarboxylases (figure 1). Par
conséguent son tauk dépend de 1a teneur en histidine ou de I'importance des
enzymes histidine-décerboxylases.

Figure 1: mécanisme intime de 1a formation de I'histamine {source: 47)

HC ——— CCH,, CHCO,, H
2 LHLO, HC =——= CCH., CH_NH
| | - C0p2 | R 2
N\ NH 2 N NH
Ny N,/
Histidine Histamine

1.2.1. Teneur en histidine

L'histidine est un acide aminé qui se trouve dans 1'organisme sous deux
principales formes biochimiques:
- une forme libre (L-histidine);
- une forme liée (aspartyl- histidine et histidyl- histidine} (S).
Seule 1a forme libre participe 8 1a formation de 'histamine (S). Dans un
tissu donné, e taux d'histamine, jusqu'a un certain seuil, est sensiblement
proportionnel & la concentration d'histidine 1ibre (figure 2). Les taux
d'histidine les plus importants sont observés au niveau des principaux
pigments du sang et des muscles rouges: hémoglabine, myocglobine,
cytochromes C et catalases (13). Or les thons, en particulier le thon rouge,
sont des poissons dits sanguins & cause de leur systédme vasculaire tres
développé.C'est surtout 1a musculature voisine de la colonhe vertébrale qui
est fortement irriguée (15); cela lui confére une coloration plus foncée
(rougedtre). Aussi, les thons sont particulidrement riches en histidine {47).

De méme d'autres espéces comme le bonite et 1e maguereau en sont
relativement pourvus (47).

Par contre le taux d'histidine est trés faible chez les poissons & chair
blanche ( Sébastes, Scorpénes, quelques espéces d'eau douce) ou chez les
crustacés.



- Flgye 2 @ Effet de la concentration d'histidine swr la production
d'mistarine & 37°C par Klebsiella pnewoniae UH-2.
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L'importance de la vascularisation dans la détermination du taux
d'histidine entraine donc les conséquences suivantes:

- sur un méme poisson, le muscle le plus irrigué {"muscle
rouge”) est plus riche en histamine que le muscle le moins irrigué ("muscle
blanc*) (5);

- les poissons sanguins comme les thons (en particulier 1e thon

rouge), sont plus prédisposés 4 1a formation d'histamine.
Ce sont eux qui sont généralement mis en cause dans les différents cas
d'intoxications histaminiques (47). Les thons appartiennent & la grands
famille des Scombridae {(Scombridés) et 4 1a sous-famille des Thunnidae
(thonidés) (66) . Aussi parle-t-on parfois d'intoxications par les
scombridés ou par les thonidés. Plusieurs représentants de cette famille
sont péchés sur les cdtes occidentales d'Afrique notamment sur les cites
sénegalaises (tableau 1).

|1 existe donc une variation du taux d'histamine en fonction de 1'espéce
et de 1a localisation corporelle, deux facteurs qui sont propres au poissan
(facteurs intrinséques).



Tableau 1: Famille des Scombridee, principales espéces des codtes
occidentales d'Afrique
Nom commun Nom scientifique Nom vernaculaire
au Sénégal
Ouolof Lébou
- Magquereau - Orcynopsis unicolor | ~ ©U0 - ouo
espagnol
~ Maquereau - Cybium tritor - hdiounde - dioun
bonite {(Scomberomorus
tritor)
- Bonite & dos - Sarda sarda ~ doulou - kiri kiri
rayé doulou
- Bonite & - Katsuwonus pelamis
ventré rayé
(listao)
- Thonine - Euthynnus slletteratus| _ g ajags | - deleu deleu
- Albacore - Thunnus albacares - wockhan-
{thon & nageoires dor
jaunes)
- Thon obése - Thunnus obesus
(patudo)
S
It
) -,ﬁ"
13" R ".!;
&n“(# \\ﬁ
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1.2.2. Importance des enzymes histidine-décarboxylases

Les enzymes histidine-décarboxylases ont une origine double:
bactérienne et tissulaire (13).

Depuis langtemps et encore de nos jours, la plupert des auteurs
considérent que ce sont les enzymes bactériennes (et partant les bactéries)
qui gnt une action déterminante dans la formation d'histamine.

Ainsi de tres nombreux travaux ont montré que:
- la formation optimale dhistamine est en relation avec les
meillsures conditions de multiplication bactérienne (47);
- 8 l'inverse, elle est réduite & son minimum dans les milieux ou
conditions défavorables & un développement microbien (5) (47).

Quant aux enzymes tissulaires, elles semblent avoir un role secondaire
qui est attestd par la formation d'une faible quantité dhistamine dans un
échentilton stérile de poisson (5).

L'importance des bactéries ou des enzymes bactériennes est fonction:
- du degré de contamination avant le stockage;
- des conditions de stockage;
- de I'influence technologique.

Les enzymes tissulaires sont également influencées par les deux
derniers parametres ci-dessus.

1.2.2.1. Degré de contamination avant le stockage

Il existe des sources primaires et des sources secondaires de
contamination microbienne. L'importance des premiéres dépend de la
localisation corporelle tandis que celle des sources seconhdaires est
géterminée par:

- 1a zone de péche;

- les moyens de péche;

- I'hygiéne lors de 1a manutention;
- le pH;

- la texture de 1a chair.
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a) Localisation corporelle

Généralement 1a chair du poisson vivant est stérile; toutefais il existe
des sources primaires de contamination: peau, ouies, intestins.
Ces derniers semblent étre la principale source de bactéries productrices
d'histamine en particulier dans 1a région antérieure du poisson (28). Plus on
s'8loigne de celle-ci, moins seront grandes la contamination ultérieure
past=mortem et 1a production d’histamine (figure 3).

b) Zone de péche

Son influence apparait & travers certains effets de la température, de
la teneur en sel (NaCl) et du degré de pollution.

En effet, 1a microflore habituelle des poissons marins est
psychrophile {ou psychrotrophe) et modérément halophile. Donc, elle dépend
ngtamment de 1a température corporelle du poisson. Chez les thons, cette
derniére varie dans le méme sens que la température ambiante, mais avec 4
8 5 °C en plus; il s'agit donc de poissons poikilothermes (15). Par
¢onséquent 1a composition (type et nombre) des bactéries présentes dans le
thon va dépendre de son environnement d'origine (3).

En haute mer ol se fait généralement 1a péche du thon, 1a microflare
gst largement dominée par les psychrotrophes (3) méme si les genres
bactériens rencontrés sont identiques indépendamment du type de mers
(tropicales ou tempérées). Néeanmoins, 1a proportion de germes mésophiles
est plus importante chez le poisson fraichement péché en mers tropicales.

Or les germes psychrotrophes (ex: Pseudomonas) qui sont par ailleurs
ges germes habituels du poisson, produisent généralement moins
¢’histamine que 1es mésophiles {ex: Proteus) qui sont souvent des germes de
contamination secondaire (30) (61) (52). Klebsiella pneumgniae et surtout

teus morganii , tous deux, représentants de la famille des
Enterobacteriaceae, sont des germes tres actifs au laboratoire (S) (8); par
gilleurs ils sont les plus impliqués dans les cas d'intoxications
histaminiques par le than (28) (49) (47). Parmi les bactéries incriminées
dans 1la production d'histamine (Tableau 2), la famille des
Enterobacteriaceae est de loin 1a plus représentée notamment avec les
“colifarmes”. Les germes de cette famille sont psychrotrophes & mésophiles

(59).
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Figure 3 : Cradient d'histamine cher le listao

{source : 22)
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Tableau 2: Bactéries incriminées dans 1a formation d'histamine

sporulés

Désignation Familles Genres Principales espéces
- Aérobies stricts
* Bacilles et - Neisseriaceae | - Moraxella
Coccobacilles
Gram © - Pseudomonada| - Pseudomonas - Pseudomonas
ceae putida
- Ps fluorescens
-~ ABro-anaero-
hies
# Bacilles - Enterobacteria-| - Salmonella
Gram ceae - Citrobacter - Citrobacter
freundii
- Escherichia - Escherichia coli
- Shigella
- Klebsiella - Klebsiella
pneumaoniae
- Entercbacter - Enterobacter
aerogenes
- Proteus - Proteus morganii
- P. mirabilis
- Providencia
- Hafnia - Hafnia alvei
- Vibrionaceae - Vibrio - Vibrio algino-
lyticus
* Bacilles - Lactobacillaceag - Lactobacillus
Gram ®
asporulés
'.. ________________
* Coques - Streptococca- - Streptococcus
Gram® cese
- Anaérobies - Bacillaceae - Clostridium - Clostridium
stricts perfringens
* Bacilles
Gram ®
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~Donc le taux d'histamine produite peut verier en fonction de la
situation géographique de 1a zone de péche: type de mer, distance par
rapport au continent {degré de pollution).

c) Moyens ou methodes de péche (capture)

Certaines méthodes de péche (Sennes, palangre), sont & 1a base d'un
stress parfois importent chez le poisson; ce stress a tendance & épuiser 1a
réserve glycogénique musculaire et & baisser le pH (15). |1 s'ensuit
globslement une augmentation du taux d’histamine (13). Mais en dehors de
cela, le trainement du poisson sur le fond marin et pendant longtemps (cas
des chahuts de fond) peut étre & 1'origine d'une contamination secondaire du
poisson .

Il est & noter aussi que les blessures faites sur le poisson constituent
des partes d'entrée pour les bactéries.

La teneur d'histamine peut donc varier en fonction du degré de stress
subi, de 1'dtat (intégrité) du poisson et de 1'importance du contact avec les
gources de contamination.

d) Hygiéne lors de 1a manutention

Si elle est défectueuse, 1'apport microbien par le matériel et le
personnel qui entrent en contact avec le poisson, peut étre trés important
qualitativement (coliformes grands producteurs dhistamine) et
quantitativement.

e) pH

Chez les scombridés, 1a chair du poisson a un pH qui varie de 5,5 8 6,5
(5). Ce pH baisse aprés 1a mort du poisson; sa valeur post-mortem qui est de
5,6 8 5,7 chez le thon, n'inhibe pas le développement des bactéries (15).

Selon 'espéce bactérienne, i1 existe un pH optimum de développement,
de synthése et d'activité enzymatique. Ce pH est généralement acide chez 1a
flore décarboxylant 1'histamine (5). Ainsi, Proteus morganii autrefois
appelé Achromobacter histamineum (6) a un pH optimai:

- de développement variant de S8 6 (47);
- d'activité enzymatique (enzymes histidine-décarboxylases) qui
variede 6,0 4 6,5 (5) (8).
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Avec Klebsiel oniae, des expériences ont montré un pic
d'histamine & un pH compris entre 3,5 et 4,5 (figure 4).

f) texture de 1a chair

Elle varie selon les espéces de poisson. plus elle est favorable au
développement microbien, plus la vitesse de formation d’histamine est
sugmentée st inversement {(47).

1.2.2.2. Conditions de stockage

Il s'agit essentiellement d'autres effets de 1a température ambiante.
Geux-ci sont indissociables du temps ou de 1a durée de stockage.

La température ambiante constitue le facteur extrinséque le plus
important dans 1a formation d'histamine (28).

Elle détermine:
- 1a multiplication des bactéries (figure 5) et leur capacité de
production d’histamine (figure 6);
- le type de froid appliqué pour la conservation des aliments
(tableau 3).
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Figure S: Action de 1a température sur 1a multiplication et ls toxinogenése

17

des microorgenismes de contamination des denrées alimenteires

{source : 57)
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Figure 6. Effet de la température sur la production d'histamine
par Klebsiella pneumoniae UH 2

” - ,O i .-
Les taux d'histamine sont exprimés en micromoles/10” cellules/10 min.
(source : 8)
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Tableau 3: Type de froid et températures correspondantes

Type de froid Température
Réfrigeration +1°C ¢t®*¢+4°C
Congélation -18°C <t<-2°C
Surgélation t ¢<-18°C

* t - température

- La réfrigération peut ralentir:
= |e développement de certains germes;
* certaines réactions biochimiques d'autolyse.

Toutefois, 1a multiplication des germes psychrotrophes comme les
Pseudomonas, n'est arrétée qu'a environ -5° C et de nombreuses enzymes
(ax: les lipases) conservent leur activité méme dans le poisson congelé
(19). C'est dire que pour une bonne et longue conservation du poisson, la
¢imple réfrigération n'est pas du tout indiquée (19). Mais quand elle est
combinée & 1'adjonction de sel, les résultats (diminution de 1a production
d'histamine) sont meilleurs (2).

- Quant & 1a congélation et 1a surgélation, elles se font habitueliement
8 des températures Inférieures 4 -10° C, ce qui n‘autorise 1a multiplication
d'aucune bactérie. De plus la plupart des réactions chimiques sont ralenties
tandis que les réactions métaboliques cellulaires sont complétement
arrétées (20).

Un stockage de longue durée et 8 basse température peut étre 4
I'origine de 1a destruction de 1a microflore productrice d'histamine .
Ainsi on a pu constater 1'arrét de la formation d'histamine dans des
poissons (maquereaux et sardines) stockés pendant 76 jours entre -16° C et
-21°C (47).
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‘ - Dans 1a pratique, on utilise souvent différents types de glace, & bord
des bateaux (14):

- glace & 1'eau douce;

- glace & 1'eau sauméatre {1 p100 de sel);

- glace 8 1'eau de mer (3,5 p 100 de sel).

En revanche, les usines de transformation {(conserveries de poisson)
utilisent habituellement 1a congélation ou la surgelation.

- Le froid peut donc ralentir et méme arréter 1a formation de
I'histamine avant 1a derniére étape de 1a filiere qu'est 1a transformation ou
18 technologie.

1.2.2.3. Infiuence technnlogique

La formation d'histamine peut varier selon:
- le type de transformation ou de produits finis;
- le niveau de la chaine de transformation;
- les conditions d'exécutian de 1& transformation.

a) Type de transformation

I1 existe essentiellement deux types de transformation industrielle du
thon (24) (15):

- la préparation du thon cuit, qui passe par la cuisson préalable
du poisson avant 1'emboitage;

- 1a fabrication du "thon au naturel” au cours de laquelle le thon
emboité cru puis couvert d'une saumure légére; elle est beaucoup plus
rapide que le premier type. En outre, elle Tait intervenir du sel méme si la
concentration est faible. L'adjornction de sel dans certains milieux
d'expérience montre un ralentissement notable de 1a production d'histamine
(figure 7); celui-ci s'observe surtout pour des concentrations de sel de 8 &
10 p 100 12) {33). Déjé avec une salinité de 5,5 p 100, on note une inhibition
de 18 production d'histamine par Klebsiella pneumoniae (74). Par contre, il
existe des souches de Proteus morganii qui se développent mieux avec une
salinité de 24 3 p 100 (47).

- La salinité a donc une importance significative dans 1la
production d*histamine {2) (33).

Compte tenu de ces différences au niveau de 1a durée, de la
température et de l'utilisation de ssumure, il est possible que le taux
d'histemine évolue différemment d'un type de préparation & 1'autre.



Figure 7 : Taux d'histamine et concentration en Nacl dans wn aliment fermenté -
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b) Niveau de 1a chaine de fabrication

Selon qu'i! est favorable & une reprise de 1'activité bactérienne et
enzymatique (cas de la décongélation, surtout si elle est de longue durée)
ou hon {cas de 1s cuisson et del'appertisation), le taux d’histamine peut étre
affecté. Quant & 18 thermarésistance de T'histamine, elle est un peu
discutée (15).

¢) Conditians de préparation

11 peut s'agir de:
- I'hygiéne générale;
- I'organisation du travail {(dans le temps et dans 1'espace);
- 18 conduite das différentes opérations {décongélation, parage,
etc.).

Les facteurs qui déterminent I'importance des enzymes
histidine~décerboxylases sont donc généralement indépendants du poisson
(facteurs extrinseques).

La formation de I'histammine est par conséquent fonction de différents
facteurs (intrinseques et extrinséques) qui sont imbriqués les uns dans les
sutres ou complémentaires.

Ex: Les conditions optima de développement d'Achromobacter histamineum
type 1 sont (47):

- température: 20 & 25°C;

- pH 3;

- salinité: 2 a4 3p100.

Par leur influence tantdt favorisante, tantot inhibitrice, ces facteurs
sont & la base de variations du teux d'histamine selon l'étape de 1a filiere
poisson.
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1.3. Difféerents taux en fonction des stades de 1a filiere poisson

Grosso modo, 1a filiére habituelle des produits de 1a péche industrielle
peut se schématiser comme suit (figure 8).

Figure 8: Filiére habitueHe des produits de la péche industrielle.

Capture {poisson frais)

stockage {poisson conservé par le froid)

Transformation et commercialisation
{produ#t fini)

Chez le poisson frais, les taux d’histamine sont en général trés faibles:
genviron 0,1 mg/100g (47) (61). En outre, T'histamine peut méme &tre
gbsente chez des espéces & chair blanche: Sébastes, Scorpénes et quelques
especes d'eau douce; 8 1'inverse son taux peut &tre élevé (> 2 mg/100g) chez
certains poissons sanguins comme le thon rouge (47).

Au cours du stockage, 1a quantité d'histamine varie en fonction de 1a
température, de 1a durée et de 1a technique utilisée (avec ou sans sel).

Chez le poisson transformé, il existe différents taux en fonction du
type de transformation, de 1'origine (pays ou région), de 1'espéce de poisson,
de 1a qualité de 1a matiére premiére, etc.

Les conserves de poisson ont généralement un taux inférieur & 10 mg /100g
(47) (24) (43) (44) et méme inférieur & 0,1mg/100g (47) (43) tandis que le
poisson séché ou salé-séché accuse des valeurs nettement plus élevées (21)
(47).
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Au Maroc, ABABOUCH, ALOUI etBUSTA (2) ont trouvé des valeurs
d'histamine variant de 0 4 694mg/100g avec une valeur moyenne de
12,33mg/ 100 g sur 284 échentillons de conserves de poisson (thon,
mequereau, sardine) prélevés sur différents marchés. I1s ont noté une
différence de proportion des boites dont le taux avaisine SOmg/100g,
suivant les régions:

- région centrale: 7,1 p 100
- région Sud: 4,3 p 100
- région Nord: 1,3 p 100

Aux Etats-Unis LONBERG, MOVITZ et SLORAH {43) ont noté, sur 245
bottes de conserves de thon d'erigines diverses, que les taux d'histamine les
plus élevés (> 15mg/100g) sont observés avec les boites provenant de 1s
Thailande et de Taiwan alors qu'aucun échantillon du Pérou, du Jgpon et des
Etats-Unis, n'a un taux supérieur & 10mg/100qg.

Au Sénégal, les taux d'histamine retrouvés dans les conserves ge thon
fabriquées localement, sont inférieurs 4 Smg/100g (24).

Ces taux sont plus élevés au Maroc (2): 9,86mg/100g pour le thon;
9,75mg/ 100g pour les sardines et 13,74 pour le maguereau; per contre ils
sont trés proches de ceux rencontrés en France: < 6mg/100g chez le thon et
les sardines en général, 2mg/ 100g chez les miettes de thon et 3,3mg/100g
chez les filets d'anchois (47).

Toutefois le taux d'histamine peut étre élevé (jusqu'd 362mg) quand les
conserves sont préparées & partir de poisson altéré (47).

On retrouve donc 1'histamine dans tous les produits (poissons), d'ou 1a
nécessité de fixer des normes.

1.4. Normes

I1 est généralement admis, et cela depuis fort longtemps, qu'au delé de
100mg/100g, le risque d'intoxication est trés grand. Mais depuis quelque
temps, 1'idée .de considérer 10mg/100g comme seuil critique, commence &
étre envisagée(S) (15) (61). En dehors de ces considérations générales, le
taux 4 risques varie selon les auteurs. L'une des conséquences immédiates
de cette imprécision est 1a disparité des normes selon les pays (tableau 5).

A défaut de réglémentation internationale, 18 solution trouvée par
certains pays disposant de normes, est de les imposer & leurs partenaires
commerciaux (exportateurs). |1 en est ainsi de certains pays d'Europe avec
notamment leurs partenaires du tiers-monde.
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Dans le cas du Sénégal, le pays ne dispose pas de réglémentation
of ficielle propre. Mais les services de contréle appliquent au poisson
exporté des normes "empruntées” a 1a France {(principal client du thon en
conserve sénégalais).

Ces normes ont aussi fait 1'objet d'une proposition de réglement
commuynautaire svencés par la Belgique dans le cadre de 1'Europe de 1993,
Elles précisent le taux d'histamine tolérable dans les poissons bleus
{thonidés, herengs, sardines, anchois) et elles sont ainsi formuléas (31):

- sur neuf {9} achantillons anelysés:

* 18 moyenne retevée doit étre inférieure é 10mg d’histamine par
100g de chair de poisson (10mg/100g);

* aucun eéechantillon ne doit présenter un taux supérieur &
20mg/100g; .
* gseuls deux échantillons peuvent avoir un taux respectif
supérieur 8 10mg/100g {mais inférieur 4 20mg).

Toutefois, ce taux moyen est abaissé 4 Smg/100g chez le poisson
entier (réfrigéré ou congéle) debarqué & Dakar par les diffarents thonters.

L'application de ces normes suppose l'existence préalable d'une ou de
plusieurs méthodes de référence qui permettent de doser I'histamine ou
d'apprécier tout simplement sa toxicité ou sa présence de celle-~ci.
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Tableau 4: Taux limites d'histamine autorisés dans les produits de 1a péche

(source: 1)
Pays Types de poisson limite * Interprétation
(mg/100 g)
- Etats Unis| - Thon albacore, 50 HAL * *
d'Ameérique "Skipjack” et 20 paL™ *
"yellowfin”,
dorade
- Suéde - Tous les poissons 20 Taux maximum
commercialisés autoriseé
- Suisse ~ Conserves de poisson 10 Taux limite
provisoire
- Canada - Tous les pnissons 10 Indique une décom-
commercialisés position bactérienne
- République| - Tous les poissons 20 Indique une décom-
Fedérale commercialisés position bactérienne
Allemande
- Finlande - Tous les poissons 10 Limite proposée (peut
commercialisés étre augmentée 420)
- Tchécqs- - Tous les poissons 40 Limite maximale (peut
lovaquie commercialisés &tre ramenée 4 20)
- Thon et maquereau
congelé 20 limite proposée
- Conserves de pgisson 30 limite proposée
- Danemark | - Tous les poissons 30 limite maximale
commercialisés autorisée
* mg/ 100 g: mg histamine pour 100 g poisson
** HAL : "Hazard Action Level” : Dose potentiellement toxique
*% DAL : "Defect Action Level” : Dose indiguant une mauvaise

manutention
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1.5. Méthodes de dosage et toxicité

Différentes méthodes de dossge de T‘histamine sont disponibles 4
I'heure actuelle.

Quant & 1a toxicite, elle dépend de plusieurs facteurs.

1.5.1. Méthodes de dosage

Elles vont des technigues biologiques anciennes aux procédes
enzymatiques et immunologiques actuels {modernes) en passant par les
méthodes physico-chimiques.

Le principe des méthodes biologiques repose sur T'action de 1'histamine
sur des organismes ou des organes isolés sensibles. Les effets (signes
cliniques, contraction) qui en découlent sont fonction de la dose . Les
principales méthodes sont:

- I'inoculation de I'histamine & des cobayes;
-~ la contraction qu'exerce I'histamine sur 1'iléon isalé de cobaye.

Mais elles sont sbandonnées en raisons de leur colt élevé (achat et
entretien des animaux) et de leur fiabilité un peu douteuse (1) (47).

Les méthodes physico-chimiques disponibles sont les suivantes: la
colorimétrie, 1'@électrophorése, la fluorimétrie, 1a spectrophotométrie, 1a
chromatographie avec différentes variantes {(chromatographie ascendante
sur papier, chromatographie liquide & haute performance, chromatographie
sur couche mince, chromatographie gaz-liquide).

Parmi elles, il existe des techniques semi-quantitatives (ex; la
chromatographie sur couche mince) et des méthodes quantitatives (ex: 1a
fluorimétrie). Le dosage fluorimétrigue constitue 1a méthode officielle en
France et au S&négal ol i1 est utilisé dans le contrdle de routine des
produits de 1a péche (du thon en particulier).

Enfin, il existe des méthodes enzymatiques (“Enzymatic Isotopic
Assay”) et immunologiques & marqueurs isotopiques (“Radio-immunoassay”)
qui sont des techniques plus fines utilisées surtout pour des travaux de
recherches {1).
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1.5.2. Toxicite

La toxicité ds f‘histamine varie énormément suivant ls voie
d'administration.

Chez 1e cobaye les effets les plus dramatiques (étouffement et mort)
sont observés lorsque I'histamine est sdministrée par la voig sanguine
{0,3mg/ Kg) ou par 18 vois respiratoirs (sérosol de 1mg/1) (47).

Seule, I'histamine pure, adminigirée per vois orsle, est sans effet
alors qu'elle conserve sa toxicité lorsgu'sila ast congsommée dans les
sliments {5).

De 18 est née 1'idée d'une intervention agoniste de certains composés
cantenus dans les aliments.

Plusieurs substances, en particulier des emines, ont até soupconnées
d'avoir un effet synergique ou d'exhaltation sur t'actiecn da I'histemine.

On sait que certaines diamines (comme la putrescine, 1a cadaverine, 18
spermine ou la spermidine) facilitent le passage de I'histamine & travers la
paroi intestinale. Malgré 1'aide de ces composés, 'histamine connait une
toxicité modérée lorsqu'elle passe per le tube digestif.

Paur qu'elle puisse exercer ses effets toxiques sur l'organisme,
I'histamine doit gagner 1a circulation sanguine et cela sous une forme libre
et active. Tout obstacle & cette condition ne va que dans le sens d'une
diminution ou méme d'une abolition de sa toxicité.

L'un des obstacles est constitué par la mucine, qui a la propriété de
capter et de retenir I'histamine dans 1'intestin (47). Mais cette propriété
peut étre inhibée par certaines diamines telles que 1a putrescine ou la
spermine (5) (47).

Le piége que constitue la mucine peut donc étre évité per une certaine
quantité d'histamine qui peut, a priori, passer dans le sang.

L'éventualité d'un passage de corps étrangers (I'histamine en est un)
dans le sang suscite toujours une réaction appropriée de la part de
I'organisme. Dans le cas des toxines, notamment de 1'histamine, un
meécanisme de détoxication (ou de détoxification) est rapidement mis en
branle. La détoxication se réesume en une inactivation et une élimination des
composés toxiques hors de 1'oragnisme.
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L'inactivation de I'histamine peut se faire par oxydation enzymatique,
par acétylation ou par méthylation donnant respectivement de 1'acide
imidazolacétique, de 1'acéthylhistamine et du méthyhistamine (48).

L'histamine inactivée passe dans le milieu intérieur et subit
finalement une élimination urinaire {(47).

Avec cette inactivation ajoutée & la malabsorption, le sort de
I'histamine semble donc compromis dans 1'arganisme. Cette possibilité peut
se concevoir, mais a condition que le taux d’histamine soit faible. En effet,
lorsque 1a quantité d’histamine est élevée, le systéme de détoxication peut
étre débordé et apparaissent alors les manisfestations de l'intoxication
histaminique (1) (47).
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Chapitre 2: INTOXICATIONS HISTAMIN!QUES

Il s'agit de perturbations physiologiques essentiellement rattachées &
18 présence d'un taux élevé d'histamine dans 1'organisme.

Elles sont souvent vulgairement assimilées a des réactions allergiques
(1) et il est possible de les traiter ou de les prévenir.

2.1. Symptomatologie

Les symptdmes de l'intoxication histaminidue sont multiples,
inconstants et peu caractéristiques.

11 s'agit essentiellement de troubles vaso-moteurs, digestifs et trés
rarement respiratoires.

a) Troubles vaso-moteurs

Ce sont les symptomes majeurs de l'intoxication histaminique et ils
sont les premiers & apparaitre de fagon brusque (47) (16).

s s’installent en général 30 minutes (cas extrémes: 5 minutes et 3
heures) aprés 1'ingestion de 1'aliment suspect {16). l1s se présentent comme
suit:

- malaise;

- étourdissement;

- céphalée vialente (rebelle & 1'aspirine);

- sensation de chaleur vive;

- palpitations cardiaques de grande intensité a 1'origine d'une
modification du pouls et de 1a tension artérielle;

- rarement courte perte de connaissance sans arrét cardiaque ou
respiratoire;

- rougeur de la face et du cou du fait d'une vasodilatation
importante. |1 s'agit du symptéme le plus constant et le plus
caractéristique de 1'intoxication histaminique {5) (13).

- parfois urticaire d’étendue variable.

Ces troubles vaso-moteurs font défaut dans certains cas.
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b) Troubles digestifs

Ils font généralement suite aux troubles vaso-moteurs. Mais dans
certains cas, seuls ces symptdmes sont observés. |18 sont caractérisés par:
~ des douleurs épigastriques avec nausées et vomissements;
- de violentes contractions intestinales avec diarrhée.

Il est possible sussi que ces troubles soient totalement absents du
tableau clinigue.

c) Troubles respiratoires

De rares cas de crises asthmatiques chez des individus prédisposés ont
été signalées (13).

L'intoxication histaminique peut donc présenter une symptomatalogie
trés inquiétante. Mais les troubles sont en général passagers et le malade
récupére au bout de 30 minutes & 3 heures de temps (38), en 1'absence méme
de toute thérapeutique. L'importsnce médicale de 1'histamine estdonc
généralement modérée.

2.2. Traitement

Il fait appel 4 de nombreux antihistaminiques qui sont largement
utilisés en allergologie (un peu moins en dermatologie) sous diverses
dénominations commerciales. Parmi les spécialités les plus courantes dans
nos pharmacies, on retrouve celles indiquées au tableau 6.

La prométhazine (PhénergunND} est e dérivé le plus utilisé (25) (16).
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Tableau S: Antihistaminiques

- Chlorcyclizine

Série chimique Dérivé Spécialité pharma-
ceutique{Nom déposé)
- Phénothiazine - Prométhazine - Phénergan
- Alimémazine - Théraléne
- Oxomémazine - Doxergan
- Ethanolamine - Diphenhydramine - Allerge
- Doxylamine - Maréprine
- Propylamine - Dexchlorphéniramine | - Polaramine
- Benzylaniline - Phenbenzamine
(ou de 1a phe- - Mépyramine
nyléthylene .
diamine - Antazoline
- Thénalidine
- Pipérazine - Cyclizine
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2.3. Prévention

L'spparition des intoxicetions histaminiques nécessite les deux
conditions suivantes:
- I'existence de denrées 4 haute teneur en histamine
- 1a consommation de ces denrées toxiques.

Par conséquent, toute prévention de ces intoxicetions implique la
maitrise simultanée ge ces deux prameétres.

 a) Empécher 1a formation importante d'histamine dans les aliments

Pour etteindre cet objectif, on doit chercher 8 minimiser 1'action des
enzymes bectériennes et tissulaires. Pour cela, il faut:

- lutter contre l1a pollution des eaux marines;

- éviter de trainer le poisson pendant lgngtemps sur te fond
marin;

- choisir des moyens ou des pratiques de péche mains
stressants;

- procéder & une saignée et une éviscération compléte des
poissons justes apres la capture;

- observer une hygiéne rigoursuse et permanente du matériel et
du personnel impliqués dans 1a filiére;

- éviter au poisson de 1ésions (ouentailles) inutiles;

- éviter d'exposer longuement le poisson au soleil sur le pont
des bateaux ;

- procéder & une conservation précoce du poisson par le froid
lors du stockage ou du transport en camions {(qui doivent donc étre
isothermes ou frigorifiques);

- éviter toute rupture de la chaine de froid avant la
transformation;

- adopter un procédé de décongélation rapide du poisson (ex: le
chauffage diélectrique) (20);

Il s'agit 14 de mesures qui s'inscrivent essentiellement dans le cas
général de la recherche de 1a qualité du poisson et des produits
transformeés. Malgré cela, elles sont efficaces et indispensables pour la
prévention des intoxications histaminiques.
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b) Empécher 1a consommation des denrées toxiques

Cette fois-ci, il s'agit de prendre des mesures préventives spécifiques.
Elles se présentent sous trois aspects:
- aspect réglémentaire;
- recherche d'histamine;
~ éducation ou information du public.

L'aspect réglémentaire consiste 4 définir des normes en matiére
d'histamine et de les faire respecter lors des différentes transactions
commerciales. |1 est donc nécessaire de procéder & une recherche de
I'histamine dans le poisson, de confronter les résultats trouvés aux normes
en vigueur dans le pays et de prendre les sanctions qui s'imposent (libre
circulation, saisie ou refoulement).

Enfin, 1'Etat ou les entreprises doivent observer une politique de
sensibilisation du public. En effet, une bonne protection positive du
consommateur débute par une bonne information (4). Ainsi, le
consommatuer averti évitera par exemple de manger du thon altéré ou
fermenté séché (en tous cas pas en grande quantité) tandis que les pécheurs
ou les industriels adopteront les pratiques qui garantissent une meilleure
qualité des produits.

En résumé, il ressort de cette partie bibliographique que 1'histamine
est connue depuis 1907 alors que la notion d'intoxications histaminiques
par le thon n'est apparue qu'en 1946. Elle est le produit de décarboxylation
d'un acide aminé (I'histidine 1ibre) sous I'action d'enzymes essentiellement
bactériennes. De part leur grande richesse en histidine '
les poissons sanguins (ex: les thons) sont les plus prédisposés & la
formation dhistamine, surtout leur partie musculeire rouge. Cette
formation est beaucoup influencée par la température. Toutefois, la
résistance parfaite de I'histamine a la chaleur fait 1'objet de discussions.
Des études ont montré que, de fagon générale, le taux d‘histamine est:

- compris entre 0 et 10 mg / 100 g dans les conserves
{notamment de thon);

- plus élevé dans le poisson séché;

- tres faible dans le paisson frais: environ 0,1 mg.

Le taux 8 risques qui était généralement fixé 8 100 mg/ 100 g, tend &
étre abaissé d 10 mg / 100 g.

Selon les pays et l'espece de poisson, la dose limite d’histamine
tolérée varie de 10 4 50 mg / 100 g sauf au Sénégal ol elle est de S mg /
100 g pour le poisson entier (matiére premiére) et 10 mg / 100 g pour les
conserves. Dans ce pays, tout comme en France, 1a fluorimétrie constitue la
méthode officielle de dosage de cette biotoxine .
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La toxicité de 1'histamine ingérée est atténuée ou empéchée par un
phénomeéne de malabsorption (induite par 1a mucine) et par un processus de
détoxication (par oxydation ou par conjugaison); elle est par contre
favorisée par certaines diamines (spermine, putrescine, cadavérine,
spermidine). Cette toxicité s'exprime & dose elevée et 'intoxication qui en
résulte se traduit par divers symptémes (vaso-moteurs, digestifs,
respiratoires) dont le plus caratéristique et le plus constant est 1a rougeur
du visage. Si la symptomatologie peut prendre une allure alarmante , on
note généralement une guérison spontanée en 30 minutes & 3 heures de
temps. Un traitement est également possible, notamment avec Ia
prométhazine (PhénerganlD),

Quant & la prévention, elle repose sur les mesures générales visant la
recherche d'une bonne qualité des produits (hygiéne, conservation par le
froid,..); elle connait aussi des mesures spécifiques: fixation et respect des
normes, dosages, sensibilisation du public, etc.

L'appréciation de I'incidence de 1a technologie sur le taux dhistamine
et sur le pH du thon, qui feront l'objet de notre deuxiéme partie, peut
s'inscrire dans le cadre de cette prophylaxie.
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DEUXIEME PARTIE: ETUDE EXPERIMENTALE

Trois chapitres seront développés dans cettse partie:
- Chapitre 1: Matériel et méthodes
- Chapitre 2: Résultats et discussion

- Chapitre 3: Propositions d'smélioration
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Chapitre 1: Matériel et méthodes

1.1. Matériel

11 s’agit du matériel biologique (échantillons), du matériel technigue et
de laboratagire utilisés dans le cadre de ce travail.

1.1.1. Echantillons {poissans), conditionnement et transport

Les prélevements sont effectués sur le thon (Katsuwonus pelamis ou
listao) au cours des stades:

- début de décongélation;
- apres cuisson;
- apres stérilisation.

Suivant 1'étet du poisson {(déterminé par le stade de la fabrication) il

existe un matériel adéquat pour sa conservation et son acheminsment su
laboratoire {Tableau 6).

Tableau 6: Stade de fabrication, état du poisson, matériel pour le
conditionnement et le transport.

Stade de Etat du Matériel pour le condition-
fabrication poisson hement et 1e transport
Début Poisson ~ 1 glaciére;
décongélation congelé - 3 générateurs de froid ou
carboglaces;
- | sachet plastique par
8chantillon.
. - 1 sachet plastique par
Apres cuissan Poisson cuit dchantillon;
- 1 grand sachet par
échantillonnage.
Aprés Poisson en - 1 petit carton
stérilisation conserve

Tous les échantillons ont été acheminés au laboratoire en autobus.
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1.1.2. Matériel de laboratoire pour le dosage de 1'histamine et la
mesure du pH

11 s’agit de 1'instrumentation et des solutions de travail nécessaires
pour le dosage fluorimétrigue { qui est 1a méthode utilisée).

8) Intrusmentation

- flacons de 250 mi {en platisque et en verre);

- ouvre~boftes:

- spatules; :

- balances 'SRATORIUS” {(dont une bslance de précision: sensibilité 0,1
mg);

- doseur "ZIPETTE" de 100 ml;

- broyeur ou "Uitra- Turrax" ou méme broyeur de type "Moulinex”,

- entonnoirs en platisque;

- béchers de 50mi;

- pipette baton de 0,2m];

- colonnes de chromatographie liquide basse pression {(burettes de
diamétre intérieur 10 mm, hauteur 150 mm, robinet en verre ou en tréflon
ayant une voie de 1,6 ou 2,0 mm, partie supérieure avec rodage femelle
14/13 destiné & recevoir un réservoir de 200 ml);

- chronometre;

- fioles de 20 ml;

- micropipettes de 0,1 ml, de 0,2 ml et de 1 mi;

- tubes de fluosrimeétrie;

- fluorimeétre ("Turner Fluorimeter Model 112%);

- pipettes et éprouvettes de différentes graduations;

- réfrigérateur pour la conservation de certaines solutions (0.
phtalaldéhyde et solution étalon d'histamine);

- étuve pour sécher les tubes du fluorimeétre.

En plus de cette instrumentation, le matériel suivant est utilisé:
- laine de verre;
- papier filtre;
- papier parafilm;
- papier "Joseph"”.

b) Solutions de travail (Tableau 8).
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Tableau 7: Réactifs initiaux et solutions de travail

Reéactifs initiaux

Solutions de travail

- Résine "Amberlite” CG type 1: 75
8 150 p (100- 200 mesh)

- Acétate de Sodium anhydre
~ Acide acétigue glacial
- (Acide acétique 1N, Soude 1N)

- Tampon acétate 0,2N;
pH 4,62

- Acide trichloracétique (T.C.A)
cristallisable

~-T.C.A & 10p100 {m/v)

- Acide chlorhydrique (HC1) fumant

- HC1 0,7N et HC1 0,2N

~ Soude (NaOH) en pastilles

- NaOH 1IN

- 0.phtalaldéhyde (poudre)

- 0.phtalaldéhyde &

~-TLCA& 1p100{m/v)

- Méthanol 1p100 {mMm/v)
- Chirohydrate d'histamine (poudre}
- HC1 0, 1N - Etalon histamine

8 0,02g/1

11 est & noter que:

- tous les réactifs doivent étre de qualité analytique;
- la préparation de 1a plupart de ces solutions (notamment les cas

de dilutions) fait intervenir de 1'eau distillée;

- dyentuellement, on utilise de 1'acide acétique 1N et de 1a soude
IN pour ajuster le pH de 1a solution tampon 0,2N. Ce pH se vérifie avec un
pH-métre & affichage numérique {modele CG 617) dont 1'étalonnage se fait

avec des solutions tampaon pH 7,00 et pH 4,00.

Le méme appareil a servi pour les mesures du pH des échantillons.
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1.2. Méthodes

Elles on trait 4 1a démarche suivie, aux prélevements, au dosage de
I'nistamine, sux mesures du pH et & 1'analyse statistigue des résultats.

1.2.1. Démarche de 1'étude

Elles se résume (essentiellement) & un suivi du taux d'histamine d'un
bout & 1'autre de 1a chaine de préparation du thon cuit (Tableau 9).

Pour cela, plusieurs séries de prélevements (échantillonnages) sont
effectuées. Pour chaque échantillonnage, un méme lot de 9 poissons de
taille 4 peu prés identigue, est soumis & des prélevements d'abord en début
de décongélation, puis apreés la cuissson et enfin aprés stérilisation
(Tablesu 9).

Au fur et & mesure qu'ils sont effectués, les prélevements sont
acheminés au laboratoire pour le dosage de 1'histamine. '
Parrallélement & celui-ci, sont réalisées des mesures de pH des différents
échantillons.
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Tableau 8: Chaine de fabrication du thon cuit

Etapes Principales opérations Durée moyenne
Décongélation | - Sortie du poisson de 18
® chambre froide
X - Arrosage (& I'eau du robinet) 6 h
- Chargement dans les chariots
(casiers)
- Ringage (& 1'eau du robinet)
Cuisson et - Cuisson 3 h 30 min
séchage
- Egouttage
- Refroidissement {4h
- Elimination de 1a téte,
® de 1a queue et des nageoires
(début de parage)
Parage et - Elimination de 1a peau
emboitage de 'aréte centrale, des
muscles rouges,...) 30 min-1h
- Embofitage
- Jutage
- Sertissage
Stérilisation - Stérilisation 55 min pour
des boites - Refroidissement les boites 1/10

x®

(directement dans
1'autoclave)

4 115-116°C

x@ = Prélévement
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1.2.2. Prélevements: mode, identification, conditionnement et
transport

AU niveau du poisson congelé (en voie de décongélation) et du poisson
cuit, environ S0 g de chair {muscle blanc et muscle rouge) sont découpés
dans la région postérieure du poisson c'est & dire entre la région
ebdominale et 1a région caudale. La découpe des poissons congelés permet
une identification des poissons cuits puisqu'il s'agit des mémes poissons
mais 8 des stades différents. Par ailleurs, ils sont mis séparément dans un

chariot.

Aprés l'opération de parage, les muscles blancs issus de ces poissons
sont emboités manuellement. Lors de 1a stérilisation, 1es boites qui en
résultent (aprés jutage et sertissage) sont mises dans un sac de jute.

Les prélevements sur le poisson congelé et le poisson cuit sont
individuellement placés dans des sachets plastiques. Le poisson congelé est
immédiatement introduit dans la glaciére ol il reste en contact avec les
carboglaces {(préalablement congelés) jusqu'a 1'arrivée au laboratoire. En
revanche, aucune précaution particuliere n'est prise pour le transport du
poisson cuit et des boites de conserve; ces derniéres sont de petite taille
(format 1/10 poids 43g) et renferment des miettes de thon & 1'eau. 118 sont
simplement transportés dans un carton ou un sachet plastique.

1.2.3. Dosage de 'histamine: 1a fluorimétrie
1.2.3.1. Principe

A partir d'un échantillon donné, on procéde d'abord 4 une extraction de
I'histamine par de 1'acide trichloracétique (T.C.A). Puis le passage de
I'extrait ainsi obtenu sur une résine échangeuse d'ions, permet 1'isolement
(18 purification) de I'histamine. En présence d'0O.phtalaldéhyde, 1'histamine
donne un composé fluorescent. Le dosage est basé dur l'intensité de cette
fluorescence.

1.2.3.2. Préparation de certaines solutions

Tampon acétate 0,2 N: 8,05 g d'acétate de sodium anhydre sont dissous
dans quelques ml d'eau distillée; apres addition de 5,9 m1 d'acide acétique
crigtallisable, compléter & 11 avec de 1'eau distillée. Le pH doit étre égal &
4,62, sinon 'ajuster avec de 'acide acétique 1N ou de la soude 1IN selonle
cas.
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Solution étalon d’histamine & 0,02g/1: préparer d'abord une solution
mere d'histamine & 1g/1 (pour cela, dissoudre 0,165S6g de chlorhydrate
d’histamine dans 100m1l de HC1 O, IN).

La solution étalon est obtenue en introduisant 2mi de 1a solution mére
dans une fiole de 100m1 et on compléte avec du T.C.A & 10p100.
Elle peut se conserver, en flacon brun, au réfrigérateur pendant plusieurs
semaines.

O.phtalaldéhyde: solution & 1p100 dans du méthanol.

1.2.3.3. Protocoie expérimental

Il existe trois grandes étapes successives:
- extraction de V'histamine;
- purification de I'extrait ou isolement de 'histamine;
- réaction de condensation et mesure de 1a fluorescence.

a) L'extraction de T'histamine

- Peser dans un flacon en plastique de 250 ml, 10 g de chair {(muscle
blanc ou muscle rouge);

- ajouter & cette prise d’essai, 90 ml de T.C.A 4 10p100 avec la doseur
"ZIPETTE" {(ou avec une éprouvette de 100 ml);

- bien broyer & 1'aide de 1'Jltra-Turrax {ou d'un "Moulinex"). Aprés
chaque broyage, rincer 1'axe de 1'Ultra-Turrax & 'eau distillée et 1'essuyer
au papier "Joseph”; s'il s'agit d'un broyeur de type "Molinex”, lelaver d'abord
& 1'eau du robinet, puis le rincer & 1'eau distillée.

- filtrer 1a solution obtenue sur du papier filtre et en utilisant un asutre
flacon et un entonnoir en plastique.
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b) Purification {isolement de I'histamine)

- Préparer préalablement la colonne de chromatographie:
* peser 1 g de résine Amberiite GC 50 typel (100~ 200 mesh) et
le mettre en suspension dans 15 ml de tampon acétate 0,2N, pH 4,62;
* placer dans 1a colonne une petite couche de laine de verre;
* enfin, transvaser dans 1a colonne 1a mélange résine-tampon
acétate. La hauteur de résine doit étre de S cm environ. Cette praparation
peut étre utilisée pendant plusieurs mois.

~ Fixation de I'histamine sur 1a résine;

* dans un bécher de 50 ml, mettre 0,2 ml de filtrat puis
compléter 8 20 ml avec le tampon acétate;

* transveser le mélange dans le réservoir de la colonne de
chromatograhie déjé préparée;

* faire écouler la totalité de la solution gouite & goutte & raison
de 1 goutte/3 secondes ( le débit est réglé par le robinet de 1a colonne);
faire de méme avec 30 ml de tampon ayant servi & rincer le bécher ayant
contenu le mélange 0,2 m1 de filtrat, 20m1 de tampon;

* laver la colonne avec 100 ml de tampon 0,2N. Le robinet de la
colonne est alors complétement ouvert afin que le tampon entraine toutes
les molécules qui n'ont pas la capacité d'étre fixées par la résine. Seule
I'histamine reste sur la résine. Les solutions recueillies sous 1a colonne
dans un flacon en verre, sont eliminées;

- Décrochage (récupération) de 1'histamine purifiée:
* yerser 18 ml de HC1 0,2N dans 1a colonne et faire écouler &
raison de 1 goutte/ 3 secondes;
* recueillir 1'éluat dans une fiole jaugée de 20 ml, compléter au
trait de jauge avec de 1'eau distillée et recouvrir avec du papier parafilm.

c) Réaction de condensation et mesure de la fluorescence

- Obtention des solutions prétes pour la réaction de condensation:

* Ftalon d’histamine: 4 1'aide d'une micropipette et d'une pipette,
mettre 0,2 m1 d’histamine dans une fiole de 20 ml et y ajouter 18 m1 de HCI
0,2N. Compléter a 20 ml avec de 1'eau distillée et boucher avec du papier
parafilm. Ensuite, mettre 0,5 mi de cette solution et 1,5 ml de HC1 0,2N
dans un tube qui sera fermé par le papier parafilm.

* blanc-réactifs: mettre 2 ml de T.C.A & 10p 100 dans un tube et
le boucher;

* golution inconnue (&luat): transférer 2 ml de 1'éluat dans un
tube et le couvrir par le papier parafiim.
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- Réaction de condensation:

* & 1'aide de micropipettes, ajouter dans les différents tubas
(solution inconnue, étalon d'histamine, blanc-réactifs) et dans I'ordre, en
agitent & chaque fois:

~ 1 ml de NaOH 1N;

~ 0,1 ml d'0.phtalaldéhyde;

- 2 ml d'HC1 0,7N exactement aprés 3 minutes et 30
secondes apres l'ajout d'0.phtalaldéhyde. Un chronomeétre est donc
nécessaire.

- Mesure de 1a flurescence
Elle se fait & des longueurs d'onde d'émission et d'excitation
respectives de 450 et 360 nm.
* régler le zéro de 1'appareil sur le blanc-réactifs et te 100p100
sur la solution étalon;
* mesurer 1a fluorescence de la solution inconnue.

Il ne doit pas s'écouler plus de 15 minutes entre la réaction de
condensation de l'étalon et la lecture de 1a fluorescence du dernier
échantillon. Si ce temps ne peut étre respecté & cause d'un nombre élevé
d'échantillons, i1 faut subdiviser ceux-ci en séries. Et pour chacune d'elles,
refaire un blanc et un étalon.

D'autre part, si la fluorescence de l'échantillon est supérieure & celle
de 1'étalon (dévisation supérieure au 100p100), il faut faire une deuxiéme
mesure & 1'image de celle effectuée avec 1'étalon: 0,5 m1 de 1'eéluat dans un
tube et ajout de 1,5 ml d'HC] 0,2N. Cette solution subit 1a réaction de
condensation et 1a mesure de 1a fluorescence. Et au moment de l1a lecture,
oh multiplie le résultat par le facteur de dilution.

Les valeurs inconnues sont determinées par une régle de trois:

C > F C, = concentration en histamine
1 1 de 1'étalon
|:2 — F5 C.= concentration de
I'échantillon
F = degré de fluorescence
de 1'étalon
Cix F2 ,
wlp| Cp=— F_= degré de fluorescence
Fy de 1'échantillon

Les concentrations sont exprimées en mg d’histamine par 100 g de chair.
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Larésine joue un grand réle dans la mise en ceuvre de ce dosage; des
précautions sont prises pour assurer sa bonne utilisation. Ainsi il faut
procéder &:

* sa regénération et sa conservation : aprés élution (décrochage)
de 'histamine par 18 mg de HCL 0,2N lors de la purification, remplir la
colonne & moitié avec une solution de HC1 1N. Laisser écouler 10 ml de cette
solution afin d'éliminer 1'HC1 0,2 N subsistant dans 1a résine. La résine doit
immerger dans 1'HC1 1N entre deux manipulations.

* sa remise en service avant chaque dosage: faire écouler 1'HCI
IN et laver la résine avec 100 ml d'eau distillée puis 100 m] de tampon
acétate pH 4,62. Eliminer les éluats.

Le changement d'aspect (formation de grumeaux) ou de couleur
{verdissement) traduisent le vieillissement de la résine et il faut donc la
changer.

1.2.4. Mesures du pH des échantillons

Elles sont limitées au poisson cuit {muscle blanc seulement) et aux
conserves.

Pour le poisson cuit: 10 g sont prélevés dans un flacon en plastique.
Aprés addition de 50 ml d'eau distillée, ils sont broyés et la solution est
transvasée dans un bécher de S0 ml. La lecture se fait par plongée de
'électrode du pH-métre (& affichage numérique) dans 1a solution.

Pour les boites de conserve: 1'8lectrode est directement plongée dans le
jus de 1a boite.

Dans les deux cas, les précautions d'usage sont prises c'est 4 dire:

* avant chaque série de mesures, 'appareil es étalonné avec les
solutions tampon pH 7,00 et pH 4,00 et en fonction de la température du
laboratoire (generalement 25°C);

* aprés chaque lecture, 1'électrode est rincée & 1'eau dlstmee et
les gouttes d'eau subsistant sont épongées avec du papier "Joseph”.



1.2.5. Analyse statistique des résultats (50)

Eile permet une bonne présentation et une comparaison objective des
mayennes.

1.2.5.1 Estimation de 1& rnoyenne, de la variance et de
i'ecart-type & partir d'un échantillon de taille n

La moyenne est.

avec ¥y = valeur de iz variabla giudiée pour un échantillon donné

L'erreur sur lam moyenne est ggale

gyac 5 = gcart-type
t est donnee par 1a table de STUDENT en fonction de e et du dégre

de iiberte (d.d i)

La tabie donne 1 probabilite « pour que t 2gale ou dépasse, en valeur
absolue, une valeur donnée, en fonction du nombre de degrés de liberte.

Pour I'analyse de nos résuitats, nous utilisons o = 0,05
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1.2.5.2. Test de comparaison des moyennes
Il s'appuie sur le test de STUDENT basé sur la détermination de t.

Dans le cadre de cette &tude, considérons que:
A = Poisson congelég;
B = Poisson cuit;
C = Poissoh en conserve;
D = Muscle blanc
E = Muscle rouge .

Alors:

®a B8l ®p sont 1es moyennes respectives des échantillons A et B.
na et ng sont les tailles respectives de A et B.

52 - yariance

H&-— HB

t=

P,
f e g2
— 4

ﬂ'g_».ﬁ T‘IB

Interprétation: si (t! calculée st inférieurs 4 1a valeur de t donnhée par
la table de STUDENT, pour un d.d.l: (ng + ngl - 2 et au risque  « = 0,05,

alors la différence entre les deud moyernes n'est pas significative; dans le
cas contraire, elle est significative.
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hapitre 2. RESULTATS ET DISCUSSION

2.1, Résultats

- les tableauxr 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18 et19
présentent les résultats obtenus sur les 11 séries de nos analyses.

- les tableaux 20, 21 et 22 (tableaux récapitulatifs) et les
histogrammes (figures 9 et 10) résument ces résultats.

2.2 Discussion.



Tableau 9: Serie K1

Numérao de
'échantillon

W

Moyenne

Mombre
d'échantillons

350

Stades de fabrication

Début Aprés Apres
décongétatian CUIEson stérilisatian
Histamine Histamine Histamine
(mg/ 100g) (g 100g) {mg/100g)
1,05 1,30 0,90
1,52 0,85 2,80
1,25 1,38 1,67
1,98 3,73 2,70
1,00 0,76 1,63
1,63 3,48 3,73
1,14 0,80 1,66
1,26 1,45 2,85
1,35 0,55 1,68
1,35 £ 0,23 1,26 £ 0,68 2,20 £ 0,67
9 9 9

N.B: Pour toutes les saries:
- partout au Ta précision n'est pas apportee, les taux d'histamine du

poisson congelte
blanc;

ou du poisson cuit correspondent & ceux du muecle

- pour tous les taux d'histamine d'un stade a 1'autre, seule la moyenne

est vigee (donc

Te numero de 1'échantilion n'est pas pris en compte).




Tableau 1Q: Sérig N*2

Stades de fabrication

Numero de

Vachantillon ~ DEbut Apres Apres
décongelation cuisson stérilisation
Histamine Histamine Histamine
(ng/ 100g) (mg/100gy P (mg/ 100g) o
] 0,26 0,25 6,20 0,09 - 2,90
2 0,35 1,06 6,22 2,54 5,86
2 0,58 0,36 2,97 0,80 5,90
g n,28 ¢.o2 6,09 1,20 2,91
5 .20 1,57 2,95 1,53 2,90
a] 0,51 1,02 5,66 a,41 3,91
7 0,26 0,77 5,78 Q0,76 0,88
& - Q0z 0,591 5,63 0,15 5,88
g 0,05 083 3,92 0,94 5,88
Maijerine N28 +0,13 2,85 + 0,27 5,93 0,93+0,58 5,90
Naormbre £0.18 + 0,02
d'échantillons 3 g g 2 9

N.B- Pour toutes les séries qui vont suivre et par stade, les mesures de pH
at les taux d'histamine respectent 1e numeéro de T'échantillon.
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Tableau 11: Série N°3

Stades de fabrication

Numeéro de Débiut Aprés
1'&chantillon décnngé]atign cuisson
Histamine Histamine
{mg/100g) (mg/100g)
Muscle Muzcle -
bianc rouge
1 1,25 1,02 0,49
2 1,28 3,38 1,09
3 1,24 1,33 1,07
4 2,31 2,22 1,24
5 1,45 2,09 2,11
6 0,89 2,30 0,65
7 0,94 1,97 1,35
g 1,96 2,16 0,98
9 0,95 1,12 0,77
Moyenne 1,33 1,95 1,07
+ 0,32 + 0,55 + 0,36
Nombre
d'échantillons 9 g 9

Aprés

sterilsation
PH ?r:*ztfam)igge) PH
2,90 0,44 3,80
5,70 1,52 5,62
5,79 1,05 3,81
9,601 1,07 5,82
5,64 1,03 3,83
9,97 1,53 5,86
5,66 1,04 5,64
5,69 1,50 5,64
3,60 1,82 5,79
5,68 1,23 5,82
+0,07 0,33 + 0,01

9 9 9

N.B: Pour toutes les séries et pour le seul stade concerné, les taux
d'histamine du muscie blanc et du muscle rouge proviennenht des

mémes echantillons.
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Tableay 12; Serie N° 4

Stades de fabrication

Numero de Début Aprés
I'echantillon  dgcongélation ruisson
Histamine Histammine
(mgs 100g) {mg/ 100g)
_ Muscle Muscle
blanc rouge
] 2,22 ey 0,565
2 2,37 1,96 5,05
3 2,01 1,50 1,75
4 1,65 0,94 1,19
5 1,87 2,32 1,09
6 2,37 0,81 1,47
7 2,75 1,71 .14
o 2,05 1,29 1,70
9 1,20 1.42 1,01
Moyenne 2,05 1,42 1,88
+ 0,34 + 0,29 + 1,06
Nombre

d'échantillons 9 g Q

3,73
+0,11

Apres

stéritsation

Histamine
(mg/100g)

1,79
+0,56

pH
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Tableau 13; Série N° 5§

Stades de fabricatian

Numero de Début Apres Aprés
echantillon  dacongélation CUIES0N stérilsation
Histamine Histamine . Histamine H
{mg/ 100g) (mg/ 100g) (mgs100g)
_ Muscle Muscle _ -
blanc rouge
1 0,79 103 0.94 5,03 1,25 5,87
2 1,76 0,65 2,29 2,76 1,00 2,81
3 2,32 1,24 1,64 3,80 1,09 5,80
4 1,72 1,22 1,23 5,85 0,66 5,91
] 1,20 1,69 2,26 5,943 0,65 5,91
] 1,10 2,12 3,24 5,81 G,832 6,04
7 1,13 1,87 2,21 5,96 1,40 5,83
o] 6,62 1,Li2 6,22 5,70 1,46 5,94
9 0,48 1,57 1,90 9,77 1,03 0,99
Moyenne 1,90 1,50 2,49 5,78 1,06 5,92
£ 1,42 £+ 0,37 + 1,19 +0,08 0,20 + 0,05
Nombre

w3
W
0
0

d'échantillans g a
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Tableau 14: Série N°6

Numaro de
I'échantillon

Moyenne

Nombre
d'échantillons

Stades de fabrication

Début
décongéistion

Histamine
(mg/ 100g)

4,25
1,42
1,36
2,23
4,30
2,33
3,93
3,50
2,46

2,86 0,88

Apres
cuissan

Histemine
{mg/1004q)

0,97
1,42
0,90
0,65
1,94
0,63
1,07
1,30
0,93

1,09 £ 0,31

Apras
stérilisation

Histamine
{mg/ t00g)

0,67
0,31
0,33
0,10
0,33
0,25
1,77
2,50

1,38

pH

5,83
5,89
5,83
5,80
5,81
5,89
5,84
9,83

5,86

0,84+ 064 5,84

t 0,0
9
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Tableau 15; Série N°7

Stades de fabrication

Numeéro de ) . .
I'échantilion Debut Aprés Aprés
décongélation cuisson sterilisation
Histamine Histamine Histamine oH
(mgs 100qg) mg/ 100g) (mg/100g)
1 0,99 0,55 0,58 5,82
2 3,42 1,28 0,48 5,83
2 1,51 2,29 0,39 5,93
4 1,04 1,10 0,13 5,682
5 5,04 Q,79 0,65 5,95
6 2,93 0,49 0,48 5,90
7 2,10 0,87 0,27 5,94
8 1,25 0,79 0,30 5,86
9 2,60 5,73 0,16 5,99
Moyenne 2,35 ¢+ 1,02 1,95 + 1,27 0,38+ 0,13 5,89
+ 0,04
Nombre

d'échantillans 9 9 9 9
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Tableau 16: Série N°8

Stades de fabrication

Numéro de

I'échantillon Début Apres Aprés
décongélation cuisson stérilisation
Histamine Histamine Histamine DH
{rmg/100g) fmg/100g) {mg/100g;
1 0,69 1,21 0,68 3,91
2 2,33 1,01 2,91 5,90
3 2,26 0,72 1,05 5,83
4 1,36 1,17 0,27 3,87
5 0,93 2,05 0,26 5,95
6 4,96 4,50 1,08 6,05
7 2,05 2,60 0,68 5,84
8 0,65 2,50 1,49 6,01
9 0,47 1,72 0,68 6,01
Moyehne 1,74 £ 1,07 1.95 £ 0,89 1,01 £0,69 5,93
£ 0,06
Nombre

d'échantillons 9 9 9 9
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Tableau 17: Série N°Q

Stades de fabrication

Numéro de Déhut
I"gchantilion décongélation
Histamine
(mg/100g)
Mugcle Muscle
bianc rouge
1 0,66 1,49
2 1,25 9,40
3 0,75 2,05
4 0,55 2,96
3 1,46 1,54
B 1,03 1,64
7 2,06 3,48
a8 1,03 3,07
g 0,93 2,05
Mayenne 1,08 £ 0,35 3,07+ 1,90
Nombte

d'échantillons g g

Apres
stérilisation

Histamine
(mg/100g)

1,01
1,60
1,186
1,21
2,36
8,48
1,30

2,30

2,26 + 1,83
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Tableau 18: Série N° 10

Stades de fabrication

Numéro de Début
I'echantillon décongélation
Histamineg
(mg/100g)
Muscle Muscle
blanc rouge
1 1,14 0,97
2 1,32 437
3 0,37 2,40
4 0,73 2,25
5 1,32 1,83
5 1,18 2,14
7 1,18 1,86
8 1,06 7,30
g 0,78 0,82
Moyenne 1,07 2,71
+ 0,16 + 1,66
Nombre

d'échantillons g 9

Apres
cuisson

Histamine
(rmg/ 100g)

3,46
2,42
2,84
2,59
2,63
3,14
2,84
3,12
1,59

2,73
+ 0,41
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Tableau 19: Série N°11

Stades de fabrication

hl.yméro de Début Apres
I'échantilion décongélation cuisson
Histamine Histamine DH
(mg/ 100g) (mg/100g)
Muscle Muscle _
B blanc rouge
1 0,58 1,18 1,09 5,968
2 0,26 0,93 10 6,16
3 10 0,44 2,12 5,91
4 5,61 2,18 2,39 6,02
o) 2,35 3,57 1,80 6,00
6 1,86 10 1,25 6,04
7 3,87 (0,85 0,58 5,94
B 1,44 1,95 1,43 5,84
9 3,19 4. 26 0,48 5,97
Moyenne 3,24 2,81 2,24 5,94
+ 2,33 + 2,29 +2,25 + 0,06
Nombre

d'échantillons g g g =]
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Tableau 20 : Tableau récapitulatif du taux moyen dhistamine en fonction
des stades de fabrication {mg/100g)

Numérao Stades de fabrication
de la '
série Debut Aprés cuisson Aprés

décongélation stérilisation

1 1,35 +0,23 1,26 £ 0,68 2,20+ 0,67
2 0,28+ 0,13 0,85 +0,22 0,93 + 0,38
3 1,33+ 0,32 1,07 £+ 0,36 1,23 +0,33
4 2,05+0,34 1,42 + 0,39 1,79 + 0,56
2 1,90 + 1,42 1,90 + 0,37 1,06 + 0,20
6 2,66 + 0,88 1,09 + 0,31 0,84 + 0,64
7 2,35+ 1,02 1,55 £ 1,27 0,38+ 0,13
8 1,74 £+ 1,07 1,95 £+ 0,89 1,01 £ 0,69

Moyenne

générale 1,73 £ 0,59 1,33 + 0,26 1,16 + 0,43

Nombre 72 72 72

d'échantillons

- Nombre total d'échantillons : 216.

- Seules les séries ol les trois stades (A, B, C) ont pu &tre suivis, sont
repertoriées ici.

- AU niveau du poisson congelé ou du poisson cuit, c'est seulement 1e muscle
blanc qui est pris en considération dans le calcul de 1a moyenne générale.



62

Tablesu 21 :Tsux mayen d'histamine en fonction du type de muscle

Numéro
de la
série

10

11

Moyenne
générale

Nombre

d'échantillons

(mg/ 100g)

Type de muscle

Muscle blanc

1,33 £ 0,32
1,42 + 0,39
1,50 £ 0,37
1,08 £ 0,33
1,07 £ 0,16

2,81 2,29

1,53+ 0,68

54

Muscle rouge

1,95 0,40
1,88 ¢+ 1,06
2,49+ 1,19
3,07 £ 2,36
2,73+ 1,66

2,34+ 2,25

2,41 + 0,47

54

- Nombre total d'échantillons: 108
- Le muscle blanc, 18 muscle rouge et 1es conserves proviennent

des mémes échantillons.

8t congentration moyenne des cgnserves correspondantes

Conserves
1,23 +0,33
1,79 £ 0,36
1,06 + 0,20

2,26 + 1,83

1,58 + 0,87

36
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Tablgau 22: pH moyen du poisson cuit et du poisson en cgnserve.

Stades de fabrication

Numéro
de la ‘
sbrte Aprés cuisson Aprés stéritisation
2 5,93 + 0,68 9,90 + 0,02
3 5,68 £ 0,79 9,82 £ 0,01
4 5,73 +£0,11 9,86 £ 0,03
S 5,78 £ 0,08 5,92 = 0,05
Moyenne
générale 578+0,17 5,87 £ 0,07
Mombre 36 36
d'eéchantilions

- Nombre totel d'échantillons: 72.

- Les séries ol les mesures se limitent & un stade ne sont pas prises
en compte dans le calcul de 1a moyenne générale.
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Figure 9: Taux g'histamine en fonction du stade de fabrication

Taux d'histamine
(mg/100g)4

‘W
W
1
}

>

A = poigson congelé
B = poissan cuit
C = poisson en conserve

Stade de fabrication
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- Figure 10: Teux d'histamins en fonction du type de muscle
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2.2. Discussion

Elle se rapporte 4 la démarche de 1'étude, sau choix des échantilions, &
18 méthode de dosage de 1'histamine et aux résultats.

2.2.1. Démerche de 1'étude

La technologie (mise en conserve) qui constitue la grande étape finale
de la filiére poisson, présente 1a particulerité d'entrainer des variations
trés importentes des principeux facteurs de 1a formeation dhistamine
(température, qualité bactériologique). En outre, elle intégre d'autres
facteurs de variation tels que: le temps, 18 concentration en sel, le taux
d'humidité, 1a texture de la cheir, e pH, etc. Donc, 8 priori, elle semble
avoir une grande influence sur le taux dJ'histamine. En procédant & des
dosages de V'histamine d'un bout & 1'autre de 1a chaine, nous pensons pouvoir
spprécier 'importance de cette incidences.

2.2.2. Choix des échantillons

Plusieurs facteurs de variation du teux d'histamine interviennent au
cours de 1a péche, de 1a conservation et de 1a transformation industriellie du
poisson. |1 s'agit notamment de:

- I'espéce;

- la localisation corporelle (type de muscle ou région
corporelle);

- le pH de 1a chair;

- la qualité bactériologique;

- la concentration en sel;

- les moyens et la zone de péche;

- les conditions du stockage;

- les conditions, le type et le niveau (stade) de transformation.

Compte tenu du théme de notre étude, du manque de renseignements
précis sur les stocks de poisson disponibles, de nos possibilités (pour les
déplacements et le temps d'exécution des anslyses), nous nous sommes
limités & 1'étude de trois parametres.

Ce sont: e stade de fabrication, le type de muscle, 1e pH.

A partir des trois parameétres, e choix proprement dit des échantillons
s'est fait sur 1a base des critéres suivants:

- groupe, genre ou espéece de poisson & taux dhistamine

habituellement élevé, faisant 1'objet de contrdle d'histamine, traité
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abondamment et régulierement dans les conserveries de Dakar;

- chaine de fabrication de durée relativement longue avec des
stades bien définis dans le temps;

- stades avec de grandes variations de 1a température et dont
la durée autorise des dosages d’histamine sans délai;

- poids relativement important qui permet des préldvements
sans que le temps de cuisson du poisson soit modifis;

- région corporelle & concentration moyenne en histamine et
dont le muscle rouge est facilement accessible;

- poids des échentillons n'‘excédant pas de trop ce qui est
nécessaire aux différentes analyses. |1 s'agit donc d'éviter le gaspillage du
poisson;

- nombre d'échantillons défini par les normes au Sénégal et ne
dépassant pas celui des colonnes de chromatographie disponibles au
laboratoire.

Ces différents criteres nous ont donc amené & travailler sur des séries
de 9 échantillons par stade (début décongélation, aprés cuisson et aprés
stérilisation) au niveau de 1a chaine de fabrication du thon cuit {listao cuit
d'environ 1,8 Kg/ poisson).

Les prélevements qui sont réalisés au niveau de la région postérieure
du poisson congelé ou du poisson cuit, correspondent &8 50 g environ tandis
que les boites de conserve sont de format 1/10 et de poids égal & 43 q.

2.2.3. Methode de dosage de 1'histamine

Avant d'adopter 1a technique de dosage fluorimétrique, nous avons été
surtout intéressé par la chromatographie sur couche mince {C.C.M). Nous
avons finalement renoncé & cette méthode & cause de la contrainte
fondamentale suivante: existence de trainées au niveau des plaques quand
les solutions soumises & la migration proviennent d'une extraction de
I'histamine & partir d'échantillons de poisson (conserve de thon & T'huile).
L'interprétation des résultats était donc difficile voire impossible. En
revanche, les taches sant bien individualisées quand la migration sur la
plaque s'effectue avec des solutions préparées & partir d'histamine pure.
Nous avons donc suspecté un défaut de pureté de 1'extrait.

I1 est 8 remarquer que dans le cas de 1a flugrimétrie, 1'extraction de
I'histamine par 1'acide trichloracétique est suivie de la purification de
I'extrait par passage sur une résine échangeuse d'ions.



68

Quant & la fluorimetrie, elle éteait la seule méthode de dosage
d'histamine @ Dakar et elle était utilisée par deux laboratoires:
- Leboratoire d'Analyses et d'Essais (L. A.E) 4 1'Ecole Nationale
Supérieure Universitaire de Technologie (E.N.S.UT) ol nous avens pu
travailler;
- Laboratoire d'Essais des Produits Industriels (L.E.P.1} qui est
prive.

Cette méthode présente les avantages suivants:

- c'est la meéthode officielle de dosage de l'histamine au
Sénégal et en France;

- elle est quantitative;

- elle a une grande sensibilité (46) (67) (68);

- elle est d'excécution rapide;

- elle n'expose pas le manipulateur aux vapeurs de certains
réactifs dangereux (ce qui est le cas avec la C.C.M notamment lors de la
révelation des plaques).

Toutefois elle est onéreuse car demande un appareillage important et
beaucoup de réactifs ou des réactifs trés chers.
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2.2.4. Résultats

Nous ollons Iss confronter d'abord avee ceux rapportés dans la
littérature, puis comparer les moyennes obtsnues & 18 lumiére du test de
STUDENT.

L'analyse statistique, en particulier 1a déterminetion des moyennes et
de t, a été effectuée & 1'aide d'un ordinataur Macintash |1 {Annexes).

ay Taux d'histamine suivant le stade de fabrication

- Pour le poisson congelé: 1es résultats obtenus donnent une valeur
moyenne de 1,73mg/ 100g. Cette valeur est supérieure & celle rapportée par
QUEVAU VILLER et N'GUYEN YAN HOA, cités par NERISSON (47), qui trouvent
chez des poissons frais ou congelés { mertan, daursde, lieu, colin, sardine),
un taux inférieur & 0,1mg/100g. cela peut étre interprété comme une
confirmation que le listao contient plus d’histamine que ces especes citées
qui sont essentiellement & chair blanche. En revanche, BOYER cité par
NERISSON (47), signale un taux minimal de 2mg/100g chez le thon rouge, ce
qui corrobore 1'idée selon laquelle le thon rouge est plus riche en histamine
que 1es autres espéces de thon, en 1'occurence le listao.

- Pour les conserves: la vaeleur moyenne trouvée est de
1,18mg/100g. Elle est inférieure & celle indiquée dans les miettes de thon
(2,00mg/ 100g) par NERISSON {47), mais concorde avec celle de LONBERG
{43), LUTEN (44), NERISSON (47) et FALL (24) qui ont revelé un taux
inférieur 8 10mg/100g dans les conserves en général.

Dans le cas précis du Sénégel, selon FALL (24), le teux moyen
d'histamine dans le thon en conserve, est inférieur 4 Smg/100g, ce qui
confirme nos résultats.

WILLIAMS, cité pear NERISSON (47), donne des teneurs inférieures &
6mg/100g dens du thon en conserve; LONBERG (43) et NERISSON (47)
sighalent méme des niveaux généralement inférieurs 4 1mg/100g.

Par contre, ABABOUCH, ALAOUI et BUSTA (2) ont noté au Maroc une
concentration moyenne de 9,86mg/100g & partir de thon en conserve; cette
valeur est nettement supérieure & celle trouvée au Sénégal.
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- L'analyse statistique montre différentes veriations du teux
d'histamine en fonction des stades de fabrication (Tableau 23).

Tableau 23: Comparaison des moyennes du taux d'histamine en fonction des
stades de fabrication.

Moyennes | , t donnée par Interpré-
comparées Iti calculee | 14 table de STUDENT | tation
Ra R | 2213 1,960 S

XB XC 1,088 1,960 N.S

R A % 3,129 1,960 S

P A R g et %C sont respectivement les taux moyens d'histamine du
poisson congelé {A), du poisson cuit {B) et du poisson
en conserve (C).

S = Différence significative
M.S = Différence non significative

La baisse constatée du stade A au stade B peut faire penser & une
solubilisation de 1'histamine dans 1'eau de cuisson.

Du stade B au stade C la différence des moyennes n'est pas
statistiquement significative. On peut donc affirmsr que:
- 'histamine est thermorésistante (16) {(47);
- il ne se forme plus d'histamine dans les produits portés & une
température d'au moinz 60°C (47).
La baisse 1égére observée peut étre aussi en rapport avec uns éventuelle
solubilisation de 'histamine dans le jus de 1a baite de conserve.

b) Taux d’histamine selon le type de muscle

Nous avons trouvé un taux moyen de 1,53mg/100g pour 18 muscle blanc
et 2,41mg/100g pour 1le muscle rouge. Caes wvaleurs montrant
gu'effectivement 1& muscle rouge est plus riche en histamine que 1e muscle
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blanc et le test de STUDENT montre que la différence entre les deux

moyennes est significative (It| celculés = 2,689 et t donnée par la table de
STUDENT = 1,960).

Par échantillon ou par série d'échantillons le taux d'histamine du
muscle blanc ou des conserves n'est pas correlé {proportionnel) 8 celui du

muscle rouge. Pour les conserves, cela peut s'expliquer par I'élimination du
muscle rouge 1ors du parage. .

c) pH moyen du poisson cuit (B) et du poisson en conserve (C).

Il est de 5,78 chez A et de 5,87 chez C. Ces valeurs concordent avec
celles indiquées par ARNOLD (6): 5,5 & 6,5 chez les scombridés. En outre,

elles sont proches de celles signalées par BOIVERT (66): 5,6 4 5,7 apras 1a
mort du poisson {thon).

La comparaison des échantillons pris individuellement ou par série ne
montre pas de corrélation entre taux d’histamine et pH (Tableau 24).

Tableau 24: Teux moyens d’histamine et pH moyens correspondants

Stade de Numeéro Taux d'histamine pH
fabrication de 1a série {mg/100g)
2 0,85+ 0,22 593+0,16
Apres 2 1,07 + 0,36 5,68 £ 0,70
cuisson
4 1,42 + 0,32 5,73+ 0,11
5 1,50 ¢+ 0,37 5,78 £ 0,08
5 0,93 + 0,58 5,90 + 0,02
. 1,23 £0,33 5,82 £ 0,01
Apres 3
sterilisation 4 179+ 0,56 5,86 + 0,03
5 01,06 + 0,20 5,87 + 0,05
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Chepitre 3: PROPDSITIONS D'AMELIDORATION

__ Elles concernent l'entreprise d'études ultérieurss, les normes au
Sénégel, 1es méthodes de dosege et 1a fabrication des conssrves.

3.1. Etudes ultérisures

Les études ultérisures & mener sur es différents facteurs de varistion
du taux d'histamine, devront tenir compte:

- de la disponibilité de renseignements selon la périgde et selon la
conserverie;

- du choix du produit soumis au dosage.

8) Période d'exécution des travaux et renseignements

Certains renseignements ne peuvent étre obtenus de fagcon précise qu'su
nivegu des bateaux de péche {(thoniers). Ca sont:
- la zone de péche;
- les moyens de péche;
- la manutention & bord des batesux notamment les conditions de
stockage.

Il existe une période d'activité intense et une saison morte pour la
péche thoniére. La période d'exécution des travaux doit donc intégrer cetiq
contrainte si de tels renseignements s'averent utiles.

b) Conserverie et renseignements

Si les études doivent se dérouler dans une conserverie, il serait
souhaitable que cette derniére puisse fournir des informations précises sur
les différents stocks de poisson notamment:

- 1a date de débarquement et le nom du bateau;

- le type de bateau {canneur, senneur, etc);

- le taux d'histamine au débarguement;

- la répertition et la disposition des cargaisons dans les chambres
froides;

- la température de stockage; & cet effet les thermométres des
chambres froides doivent étre toujours fonctionnels et si possible il faut
un enregistreur de température.
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Par conséquent, i1 faut que les stocks (lots) de poisson soient dés le

départ bien individuslisés dans les chambres froides en fonction des
débarquements (cargaisons).

¢) Choix du produit soumis au dosage

Il doit étre précoce afin de permettre une bonne ocrgenisation du travail
dans le temps et I'obtention d'un maximum de résultats.

3.2. Normes au Sénégal

" Le respect des normes d'un pays donné vaudra équivalence du respect
des normes du pays dans lequel on exportera “ (St).

A partir de cette observation, le Sénégal doit adopter officiellement
une réglementation " propre " calquée sur celle des pays de la CEE, en

particulier de la France (qui est e principal client du thon en provenance du
Sénégal).

Le recours a des textes (normes officiellement définies) peut servir de
base juridique au réglement de certains cas litigieux tel celui du bateau
espagnol, le " KURTZOD ", refoulé & Dakar avec sa cargaison de thon. Motif:
taux élevé d'histamine. Les analyses de laboratoire sffectuées dans un
premier temps par le L.E.P.l, montrent sur 22 écheantillons, un taux moyen de
7,7mg/100g avec deux échantillons dont les taux sont supérieurs @
10mg/ 100g mais inférieurs & 20mg/100g (10,3 et 11,4mg/100g)/). Par la
suite, deux séries de 22 échantillons ont été envoyées au LEP.| et au L.AE

pour confirmer (ou infirmer) ces résultats. Les valeurs moyennes trouvées
sont:

- 6,2mg/100g par le LEP.I;
- 3,7mg/100g par le L.AE.

Dans les deux cas, aucun échantillon n'a dépassé 10mg/100g (et méme
6mg/ 100g dans le cas du L.AE).

Les taux trouvés sont donc conformes aux norimes frangaises qui sont
supposées étre appliquées & une différence prés: elles ne sont valables que
pour les conserves car pour le poisson congelé le taux limite moyen
d'histamine est fixé 4 Smg/100g par la Direction de 1'Océnographie et des
Péches Maritimes (D.0.P.M) qui est le service afficiel de contrdle |
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Il est & remarquer que nos résultats tendent 8 montrer une diminution
significative du taux d'histamine au cours de 1a transformation du poisson.

La résolution des cas litigieux et V'application des normes reposent sur
des analyses de laboratoire réalisées par des méthodes éprouvées.

3.3. Méthode de dosage

Sil est heureux de constater que la méthode est identique dans les
deux laboratoires de Dakar agrées pour 18 recherche de V'histamine, i1 faut
signaler que V'exécution de la technique différe au moins au nivesu d'un
point: celui de la prise d'essai (ou prélévement). Or, " 'analyse ne vaut que
ce que vaut 1'échantillon et 1'échantillon ne vaut que ce que valent les
techniques de prélévemeant ". Au L.E.P.I, 1a prise d'essai est réalisée & partir
de muscle blanc et de muscle rouge provenant de différentes sections du
poisson tandis qu'au L.AE, elle est essentiellement constituée de muscle
blanc et ne tient pas campte souvent des régions corporelles.

Le L.EP.I tient compte du muscle rouge parce qu'a priori, on peut penser
8 une diffusion de 1'histamine du muscle rouge et une imprégnation du
muscle blanc par celle-ci.
Seul le muscle blanc doit se retrouver deans les boites de conserve (le
muscle rouge étant éliminé au parage); c'est pourquoi, le L.A.E. limite ses
analyses & ce muscle.

Cette différence dans la réalisation de 18 prise d'essai notamment le
prélévement de muscle rouge dans le cas du LEP.l, explique peut &tre les
variations importentes des résultats selon le laboratoire. En effet, les
résultats du L.EP.l sont presque toujours nettement supérieurs & ceux du
L.AE: c'est une constatation faite par les industriels eux-mémes et nous
avons pu la vérifier & travers les résultats d'analyse effectués per ces
laboratoies en 1989 et qui sont consignés 4 la D.O.P.M. Cette méme
différence a sans doute semer le doute dans le cas litigieux du " KURTZO ".

La technique de prélévement doit donc étre uniformisée. De plus, des
précautions doivent étre prises par la D.O.P.M lors de 1'acheminement des
tranches de poisson congelé au laboratoire: une glaciére et des générateurs
de fraid (carboglaces) daivent étre prévus.

En ce qui concerne 1a méthode de dosage elle-méme {fluorimétrie), ses
multiples avantages font qu'elle doit étre conservée.
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Quant & la chromatographie sur couche mince (C.C.M), les premiers
tests que nous avons realisés ont &té compromis par une impureté des
extraits. Par la suite, cet obstacle a pu étre levé en procédant & une
purification préalable des extraits per passage sur résine (donc par
chromatographie liquide & besse pression ou C.L.B.P). Par conséquent, en
couplant la C.LB.P & 1a migration des éluats sur une plaque de C.C.M, nous
avons noté une amelioration des résultats: taches sens trainées. Nous
rappelons que la lecture précise de ces taches nécessite un densitomeétre.

3.4 Fabrication du thon en conserve

Cetie étude a revélé des taux d'histamine plus élevés dans les muscles
rouges sans corrélation avec ceux des conserves correspondant aux mémes
échantillons (sans doute & cause de 1'@limination du muscle rouge lors du
parage). De ce fait les indusriels doivent veiller & la bonne exécution de
cette opération (parage).

On sait par ailleurs que le poisson altéré contient souvent des teneurs
élevées d'histamine. 11 est donc plus prudent et peut étre méme plus
écanomique d'exclure systématiquement tous les poissons altérés lors du
chargement dans les chariots en vue de la cuisson.

Les mesures générales prises pour assurer une bonne qualité des
produits, et énoncées dans la partie bibliographique, daoivent étre
renfarcees.
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CONCLUSION

Si 1a présence d'histamine est trés faible au moment de 1a capture du
poisson, par contre sa formation prend de 1'importance au cours des
principales étapes ultérieures qui caractérisent 1la filiére poisson;
conservation et transformation. Pour apprécier 1'influence de cette
derniére, nous avons procédé au suivi du taux d'histamine d'un bout & 1'autre
de la chaine de fabrication du thon cuit. A cet effet, 216 échantillons de
listao (Katsuwonus pelamis) ont é&té prélévés & trois stades de la
fabrication. Le dosage de 1'histamine, uniquement au niveau du muscle blanc
8 donné les taux moyens suivants:

* 1,73mg/ 100g en début de décongélation;
* 1,33mg/ 100g aprés cuisson;
* 1,18mg/ 100g aprés stérilisation.

Un dosage comparatif du taux d'histamine entre muscle blanc et muscle
rouge a été également réalisé. Sur 108 échantillons testés, les teneurs
moyennes trouvées mantrent que le muscle rouge (2,41mg/100g) est plus
riche en histamine que le muscle blanc (1,53mg/100g). Néanmoins, aucune
relation n'a &té observée entre les taux d'histamine:

- du muscle blanc et du muscle rouge d'une part;

~ du muscle rouge et des conserves résultant des mémes échantillons

d'autre part.

Enfin, des mesures de pH ont été effectuées sur 72 échantillons; le pH
moyen est de 5,78 pour 1e poisson cuit et 5,87 pour 1e poisson en conserve.
Les valeurs de pH trouvées ne montrent pas de corrélation entre taux
d'histamine et pH.

Au terme donc de cette &tude axée essentiellement sur 1'évelution du
taux d'histamine au cours de la fabrication de conserve de thon, nous
pouvons dire que, contrairement & ce qu'on peut imaginer la fabrication
n‘augmente pas ce taux; elle tend plutdt & 1'abaisser.

Une fois de plus, on se rend compte que la qualité du produit fini est
intimement liée & celle de la matiére premiére. Aussi les pécheurs, de
méme que les industriels, doivent observer et améliorer 1es mesures visant
une réduction de 1a formation d'histamine dans 1es poissons.

C'est pourguoi, nous pensons qu'il serait souhaitable que des études
ultérieures soient entreprises pour apprécier 1'incidence des étapes
antérieures (aprés capture et stockage) sur le taux d'histamine.
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De plus, un dosage d'histamine dans 1'eau de cuisson ou le jus des
boites de conserve apportersit des renseignements sur une éventuells
solubilisation de I'histamine dans ces milieux.

Les résultats de ce travail ont en outre confirmé 1'intérét d'un bon
parage, compte tenu du taux élevé des muscles rouges en histamine. Mais,
en dépit de ce défaut, ies muscles rouges et les autres dechets résultant du
parage sont transformés et utilisés pour 1'alimentation animale. 11 serait
peut &tre intéressant d'étudier le teux d'histamine de ces aliments aingi
gu'une éventuelle intoxication histaminique induite par ceux-ci, d'autant
plus que la litterature reste pratiquement muette sur ce sujat./.
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ANNEXES




Fichier: STATK.D
Echantillon Independent...

Variable: & B

Mayenne: 1,7368e+0 1,3394e+0
Déviation standart:1,2457e+0 8,7721e-1
Observations: 72 72

test t: 2,2130e+0 Hypothese:
Degre de liberié: 142 Ho: pl = p2
Signification: 2,65e-2 Ha: pl1 =z p2



Fichier: STAT.K.D
Echantillion Independent...

Variable: B C

Moyenne: 1,3394e+0 1,1844e+0
Déviation standart:8,7721e-1 8,3155e-1
DObservations: 72 72

test t 1,0881e+0 Hypothése:
Degré de liberté: 142 Ho: p1 = p2
Signification: 2,78e-1 Ha: i1 = 42



Fichier: STATK.D
Echantillan Independent...

Variable: P C

Moyenne: 1,7368e+0 1,1844e+0
Déviation standart: 1,2457e+0 8,3155e-1
Observations: 72 72

test t 2,1293e+0 Hypothése:
Degré de liberté: 142 Ho: pt = p2
Signification: 2,13e-3 Ha: n1 2 p2



Fichier: STAT.2K.D
Echantillon Independent...

Variable: D | E

Moyenne: {,5387e+0 2,41228+0
Déviation standart:1,3584e+0 1,9627e+0
Observations: 54 54

test t: -2,6893e+0 Hypotheése:
Degré de liberte: 106 Ho: pt1 = pn2

Signification: 8,32e-3 Ha: g1 = p2




Fichier: STAT.K.D.
Echantillon Independent...

Variable: pH B pH C
Moyenne: 5,7864e+0 5,6781e+0
Déviation standart: 1,7424e-1 5,76858e-2
Observations: 36 36

test t: -2,9957e+0 Hypothése:
Degré de liberté: 70 Ho: pt = p2
Signification: 3,79e-3 Ha: pl =2 p2
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