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1 RESUME

La présente étude vise a évaluer ’efficacité des huiles essentielles de Ocimum gratissimum,
et de Pimenta racemosa dans la conservation post-fumage du poisson chinchard ( Trachurus
trachurus) au Bénin. Dans ce cadre, des échantillons de poissons ont été collectés, suivi de
Pévaluation de la flore d’altération. L’activité antimicrobienne des huiles essentielles
extraites par hydrodistillation des feuilles fraiches de Ocimum gratissimum, et de Pimenta
racemosa a été évaluée. Des résultats obtenus, il ressort que les échantillons de poissons
fumés collectés sont contaminés par des microorganismes, notamment les coliformes,
Staphylococcus spp ainsi que les levures et moisissures. L’identification de la flore fongique
associée aux poissons fumés a révélé la présence majoritaire d’Aspergillus candidus et de
Penicillium camemberti. Les tests antimicrobiens ont montré que les huiles essentielles
testées sont efficaces sur les souches de moisissures identifiées, avec des Concentrations
Minimales Inhibitrices (CMI) de 10 uL/mL pour I’huile essentielle de Pimenta racemosaet
7,5uL/mL pour Phuile de Ocimum gratissimum. Enfin 'application des huiles essentielles
sur les poissons fumés a permis de conserver ces derniers pendant une durée moyenne de
cinq (5) jours pour I’ huile essentielle de Pimenta racemosa avec la méthode d’adjonction
comparativement au témoin. Cependant, ’huile essentielle de Ocimum gratissimum a
permis de conserver les poissons fumés pendant une durée moyenne de dix (10) jours, sans
prolifération microbienne et sans altération visible de la chair des poissons.

2 INTRODUCTION

Au Bénin, la péche tient une place relativement al., 2005). En Afrique de I'Ouest, les techniques
importante dans ’équilibre socioéconomique de conservation traditionnelle telles que le
national car elle contribue environ pour 3% au séchage, le salage, le fumage et la fermentation
produit intérieur brut (PIB) (Tossou, 2010). Les sont utilisées en simple ou en combinaison
produits de péches sont tres appréciés avec une pour la conservation du poisson frais.
consommation individuelle moyenne d’environ Cependant, au Bénin et a 'instar des autres pays
8,50 kg par an (FAO, 2000). Cependant, la de la sous-région, les pertes post-captures sont
conservation du poisson dans les pays chauds estimées a environ 20% (Anihouvi ez a/, 2005).
est difficile en raison du manque Pour limiter ces pertes, le fumage constitue
d’infrastructures adéquates de conservation et I'une des méthodes de conservation du poisson
des conditions climatiques et au Bénin. Elle est aussi la plus répandue et se
environnementales qui concourent a sa fait de facon traditionnelle (Anoh, 1998). A cet
dégradation en quelques heures (Anihouvi et effet, le fumage est devenu une activité qui ne

2831




Journal of Animal &Plant Sciences, 2013. Vol.19, Issue 1: 2831-2839
Publication date 2/9/2013, http://www.m.elewa.org/]JAPS; ISSN 2071-7024

=

.q! eI kAR
P Lar

| AL
E. 3

FLA T
| SCE-CES

concerne pas exclusivement les produits de la
péche locale, mais aussi la péche hauturicre
représentée par le poisson congelé importé. Le
chinchard (Trachurus trachurns) fumé, est un
produit trés consommé au Bénin en raison de
sa disponibilité en toute période de I'année et
de son prix relativement bas. Malgré les
nombreux  efforts  déployés pour la
conservation du poisson a travers la technique
de fumage, le poisson fumé demeure toujours
une denrée tres périssable suite a une
prolifération microbienne poussée. En effet, les
conditions de fumage et de vente de ces
poissons fumés, le manque d’hygiéne au niveau
de certains acteurs de la filicre augmentent les
germes ubiquitaires et pathogeénes (flore
d’altération) des poissons fumés (Oulai et 4/,
2007). Aussi, les travaux supplémentaires de
réchauffage des chinchards fumés invendus
constitue un manque a gagner pour les
transformatrices sans oublier les combustibles
utilisés pour ce réchauffage qui constituent
aussi des sources de polluants. Par ailleurs, les

3 MATERIEL ET METHODES

3.1 Echantillonnage des poissons fumés :
Deux sites de fumage ont été investigués pour
I’échantillonnage des poissons. Le choix des sites
s’est fait en tenant compte d’une part a la présence
importante de transformatrices et d’autre part du
fait que ces sites représentent les grandes zones de
fumage qui alimentent le marché Dantokpa (Sud-
Bénin). Sur chaque site de fumage, vingt (20)
productrices ont été choisies au hasard pour
I’échantillonnage des poissons fumés en exposition
pour la vente. Le prélévement des échantillons a été
effectué dans des conditions aseptiques : des gants
stériles en latex sont utilisés pour la protection des
mains lors des prélévements; les échantillons de
poissons sont collectés et emballés dans des sachets
stériles et conditionnés dans une glaciere portative
de type “ESKIMO”. L’ensemble du matériel de
prélevement est préalablement stérilisé avec du
coton imbibé d’alcool a 90°.

3.2 Collecte du matériel végétal et
extraction des huiles essentielles : Le matériel
végétal utilisé est constitué des feuilles fraiches
A’ Ocimum  gratissimum et de  Pimenta  racemosa,
collectées a Abomey-calavi (Sud du Bénin).
L’extraction des huiles essentielles a été effectuée
par hydrodistillation grace a un appareil de type
Clevenger.
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restrictions imposées par les organismes
internationaux  quant a [lutilisation des
conservateurs de synthése chimique a cause des
risques  sanitaires et environnementaux
(Yehouénou et @/, 2012) suscitent de plus en
plus T'utilisation des huiles essentielles dans la
conservation des aliments (Adjou et a/, 2013).
Ces huiles essentielles possedent des propriétés
antimicrobiennes avérées (Adjou et @/, 2012 ;
Ycehouénou et al., 2012) et pourrait constituer
une alternative efficace a Iutilisation des
conservateurs chimique de synthése dans la
conservation des aliments. Ocimzum gratissimum et
Pimenta racemosa sont des plantes tres sollicitées
pour leur propriétés antimicrobiennes et qui
rentrent aussi dans les habitudes culinaires de la
population béninoise. Ainsi, lobjectif du
présent travail est d’étudier Iefficacité des
huiles essentielles de Ocimzum gratissimum et de
Pimenta racemosa dans la conservation post-
fumage du chinchard (Trachurus trachurus) au
Bénin.

3.3 Analyses  microbiologiques:  Les
échantillons prélevés ont été évalués en recherchant
par des méthodes standards les parametres
microbiologiques de qualité. Il s’agit de la flore
mésophile totale a 30°C (germes totaux ; NF V08-
051), des coliformes totaux, des coliformes
thermotolérants (NF ISO 4831) des Staphylocoques
(Staphylococeus aurens) a 37°C (NF EN ISO 6888-1),
des levures et moisissures (ISO 7954). Cette
¢évaluation a été réalisée en utilisant comme
supports, les techniques standards d’analyses
microbiologiques (Joffin et Joffin, 2003). Les
milieux de cultures et réactifs utilisés proviennent
des Laboratoires Bio Mérieux et Diagnostics
Pasteur. L’interprétation des résultats a été effectuée
selon un critere a deux classes.

3.4 Tests antifongiques : Lactivité
antimicrobienne des huiles essentielles a été évaluée
in vitro et a pour but de déterminer la concentration
minimale inhibitrice (CMI) de ces huiles essentielles.
Ces tests ont été effectués en milieu solide sur les
différents types de champions isolés des poissons
fumés collectés. La détermination de la CMI a été
réalisée par la méthode décrite par deBillerbeck ez a/.
(2001). Dans des boites de petri de 9 cm de
diametre et contenant chacun 20 ml du milieu de
culture Sabouraud au Chloramphénicol, stérilisé
pendant 15 min a 121°C et refroidi a 45°C, on
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ajoute aseptiquement des quantités décroissantes
d’huiles essentielles (10 ul., 7,5 ul,, et 5 ul). Des
disques mycéliens de 6 mm de la souche fongique a
tester sont déposés au centre de chaque boite de
pétri. Des témoins sans extraits ont été réalisés.
L'incubation est réalisée a 28°C pendant 5 jours. Les
diametres de la croissance mycélienne sont mesurés
et comparés a celui de témoin. Le pourcentage
d'inhibition (PI) est déterminé par la relation : PI(%o)
= [1- (d/dc)] X 100 (Kumar et a/. 2007) avec dc:
diametre de la croissance mycélienne dans un milieu
sans huile essentielle et d: diamétre de la croissance
mycélienne en présence d'huile essentielle. I.a CMI
correspond 2 la plus faible concentration a partir de
laquelle aucune croissance fongique n'est observée.
3.5 Essais de conservation des poissons
fumés avec les huiles essentielles : Afin d’évaluer
Pefficacité des huiles essentielles dans la
conservation des poissons fumés, des essais de

conservation des poissons fumés avec ces huiles
essentielles ont été réalisés. Pour ce faire, des
poissons frais ont été collectés puis fumés dans les
conditions que sur les sites de production et suivant
le diagramme décrit a la figure 1. Pour
P'incorporation des huiles essentielles aux poissons
fumés, deux méthodes ont été utilisées: une
incorporation par adjonction et une incorporation
par injection. L’injection des huiles a été réalisée a
laide de seringues stériles au niveau de quatre
parties du corps des poissons fumés a savoir : la
zone branchiale, chacune des deux faces latérales et
au niveau de la zone caudale des poissons. Quant a
la méthode d’adjonction, elle a consisté au passage
des huiles essentielles sur tout le corps des poissons.
Les analyses de controle de qualité sont réalisées au
cours de la conservation avec une périodicité de 5

jours.
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Figure 1: Technologie traditionnelle de fumage du poisson chinchard au Sud du Bénin
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4 RESULTATS ET DISCUSSION

4.1 Rendement d’extraction des huiles
essentielles: Les rendements obtenus apres
Iextraction des huiles essentielles des deux plantes
étudiées sont présentés dans le tableau 1. L’analyse
des résultats obtenus indique que les plantes
utilisées ont de bons rendements d’extraction en
huiles essentielles (1,24% pour Ocimum gratissimmum et
1,21% pour Pimenta racemosa). Ces résultats sont

similaires a ceux rapportés par Yéhouenou et a/.
(2010), Adjou et @l (2013) respectivement sur le
rendement moyen en huile essentielle des feuilles de
traiches P. racemosa, et A’ O gratissimum. Ces diftérents
résultats illustrent aussi la variabilité au sein des
familles botaniques en ce qui concerne la teneur en
huile essentielle.

Tableau 1: Rendement d’extraction des huiles essentielles

Plantes Rendements (%)
Ocimum gratissimum 1,24+0,36
Pimenta racemosa 1,21£0,87
4.2 Flore microbienne des poissons fumés : élevée (100%) et constitue non seulement des

Le tableau 2 présente les résultats de ’évaluation de
la  flore microbienne des poissons fumé
échantillonnés sur les différents sites de fumage
investigués. De 'analyse de ce tableau, il ressort que
55% et 34% des échantillons  collectés
respectivement sur les sites 1 et 2, sont contaminés
par les coliformes fécaux, qui sont des germes
indicateurs de contamination d’origine fécale et
suppose la présence de germes pathogenes du
méme milieu écologique. La présence de ces germes
indique également le non-respect des bonnes
pratiques de production et de vente pat certains
acteurs de la filiere. La présence de Staphylococcus spp.
confirme aussi les résultats précédant, car ces
germes sont des indicateurs de contamination
cutanéo-muqueuses et renseignent aussi sur le degré
d’hygiene appliquée lors de la manipulation d’un
produit alimentaire. Selon ’Organisation Mondiale
de la Santé, les données épidémiologiques en milieu
hospitalier indiquent une prévalence de 19% des cas
de maladies diarrhéiques et celles d’origine
bactérienne sont estimées entre 20-70% des cas
(FAO/OMS, 1998). Les causes sont relatives aux
faibles conditions d’hygienes retrouvées lors de
I’évaluation des risques et I'identification des points
critiques tout au long de la chaine de production
des aliments communément vendus dans les rues.
(Leclerc et al, 2002). La contamination d’origine
fongique des échantillons est cependant la plus

risques sanitaires pour le consommateur a cause de
la toxinogénicité de certaines moisissures, mais aussi
constitue des facteurs importants d’altération de la
qualit¢ marchande du produit. Ces facteurs
(moisissures) sont de plus en plus ptis en compte
lors de I’élaboration des produits antimicrobiens
pour préserver la qualité des produits et denrées
alimentaires hautement périssables. La méthode
d’identification mycologique de Filtenborg et /.
(1995) basée sur I'aspect des vésicules, des métula,
des phialides, ainsi que 'onctogénicité des spores, a
permis d’identifier majoritairement deux souches de
moisissures :  Aspergillus  candidus et Penicillinm
camemberti (Tableau 3). En se basant sur des études
épidémiologiques, Aspergillus candidus a est un agent
fongique émergent de I'onychomycose des ongles.
Ahmadi et @/ (2012) rapportérent un cas d'une
infection des ongles causée par 4. candidus chez une
femme de soixante (60) ans en bonne santé, en se
basant sur les caractéristiques macroscopiques et
microscopiques de la culture ainsi que le séquencage
de nucléotides de la région 28S. Penicillinm camemberti
est une espece de champignon utilisé dans la
production de camembert et les fromages de Brie,
sur lequel les colonies de P. camemberti forment une
crotte dure et blanche. Cependant, leur présence
sur les poissons fumés pourrait entrainer des
risques de fermentation indésirable capable
d’affecter la qualité des poissons fumés.

Tableau 2 : Prévalence de la contamination microbienne des échantillons de poissons fumés

L |

Parameétres microbiologiques Prévalence de la contamination (%)
Site 1 Site 2
Flore totale 100a 100a
Coliformes totaux 75a 60b
Coliformes fécaux 55a 34b
Staphylococens spp. 70a 20b
Levures et Moisissures 100a 100a

Les résultats portant la méme lettre sur la méme ligne ne sont pas significativement différents au seuil de 5% (p<0,05).
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Tableau 3: Pourcentage des moisissures identifiées dans les échantillons de poissons prélevés

Souches de moisissures Nombre d’isolats (N=20) Prévalence (%)
Aspergillus candidns 06a 30a
Penicillinm camemberti 11b 55b
Autres 03¢ 15¢
Les résultats portant la méme lettre dans la méme colonne ne sont pas significativement différents au seuil de 5% (p<
0,05
4.4 ! Résultat des tests antifongiques: Les montré que huile essentielle de Ocimum gratissinum

tests antifongiques des différentes huiles essentielles
ont été effectués uniquement sur les souches de
moisissures identifiées, notamment Aspergillus
candidus et Penicillinm camemberti. Les résultats de
I’évaluation de I'activité antifongique des différentes
huiles essentielles testées aux concentrations de 10
pl/ml., 7,5 ul./mL et 5 ul./mL sur les souches de
moisissures afin de déterminer les concentrations
minimales inhibitrices sont présentés dans les
tableaux 4 et 5. De lanalyse de ces tableaux, il
ressort que la CMI de lhuile essentielle de P.
racemosa est de 10 pl/ml pour les deux souches
microbiennes investiguées et celle de O. gratissinum
est de 7,5 pl./mL. Ainsi, ’huile essentielle de O.
gratissimum possede une activité antifongique plus
prononcée que celle de P. racemosa. Cette forte
activité antifongique de I’huile essentielle de O.
gratissimum, résulterait de sa composition chimique.
En effet, les travaux de Adjou et a/ (2013) ont

récolté a Abomey-calavi (Sud du Bénin) a une
composition chimique caractérisée par la présence
de terpenes (p-cymene et y-terpinene) et de
terpénoides  (thymol)  comme  composés
majoritaires. Plusieurs études ont montré que les
terpenes ne constituent pas un groupe de composés
chimiques a forte activité antimicrobienne,
(Koutsoudaki et a/, 2005 ; Rao et 4/, 2010). Par
contre, les terpénoides constituent un grand groupe
de composés a activité antimicrobienne a large
spectre (Dorman et Deans 2000). Leur propriété
antimicrobienne estliée a leur proupe fonctionnel et
il a été aussi rapporté que le groupe hydroxyle des
terpénoides phénolique ainsi que la présence
d’électrons délocalisés sont liés a leur potentiel
antimicrobien (Dorman et Deans 2000). Le
carvacrol et le thymol sont composes
monoteérpénoides a forte activité antimicrobienne
(Hyldgaard et /., 2012).

Tableau 4: Pourcentage d’inhibition des souches fongiques en présence de 'huile essentielle de P. racemosa

. . . Pourcentage d’Inhibition
Concentrations en huiles essentielles - - — -
Aspergillus candidns Penicillinm camemberti
5uL/mL 49, 66 + 0,2a 59,16 £ 0,2a
7,5 uL./mL 66, 44 £ 0,5b 76,05 £0,9b
10 ul./mL 100 £ 0,00c 100 £ 0,00c

Les résultats portant la méme lettre dans la méme colonne ne sont pas significativement différents au seuil de 5% (p<

0,05)

Tableau 5: Pourcentage d’inhibition des souches fongiques en présence de 'huile essentielle de O.

gratissimum
T
Concentrations en huiles essentielles - - Pourcentage dI{1.I11.b1t10n -
Aspergillus candidns Penicillinm camemberti
5 uL/mL 81, 66 = 0,1a 89,43+ 0,1a
7,5 uL./mL 100 * 0,00b 100 + 0,00b
10 pul./mL 100 £ 0,00b 100 + 0,00b
Les résultats portant la méme lettre dans la méme colonne ne sont pas significativement différents au seuil de 5% (p<
0,05)
4.5 Evolution de la flore microbienne des aucune croissance visible de germes n’a été

poissons fumés traités avec les huiles
essentielles: Les tableaux 6 et 7 présentent
respectivement les résultats de DIévolution des
parameétres microbiologiques des poissons fumés et
conservés avec les huiles essentielles de O.
gratissimum et de P. racemosa. De Tanalyse de ces
tableaux, il ressort qu’apres 5 jours de conservation,
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constatée dans les échantillons de poissons fumés et
conservés par adjonction de avec 'huile essentielle
de O. gratissimum, contrairement aux échantillons de
poissons fumés témoins (sans ajout d’huile
essentielle) dans lesquels des signes prononcées
d’altération ont été notés. Cependant, seule la
concentration en huile essentielle de 1mI./70g de
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poissons fumés a empéché toute croissance
microbienne au niveau des poissons fumés et
conservés avec la méme huile essentielle par la
méthode d’injection. Des résultats similaires sont
également observés lors de la conservation des
poissons fumés avec les huiles essentielles de P.
racemosa (Tableau 7). Au vue de ces résultats, on
remarque que la méthode de conservation par
adjonction d’huile essentielle est plus efficace que la
méthode de conservation par injection d’huile
essentielle, lorsqu’elle sapplique aux poissons
fumés. Cette efficacité résulterait de Deffet
protecteur des substances bioactives contenues dans
cette huile essentielle qui constitue une barriere
efficace lorsqu’elle est enduite sur toute la surface
du poisson. Par contre, aprés 10 jours de
conservation, les  résultats des  analyses
microbiologiques indiquent une reprise de
croissance de germes dans les échantillons
conservés par adjonction d’huile essentielle,
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notamment au niveau de la flore totale et des
coliformes. Cependant aucune croissance visible n’a
été dénombrée au niveau de la flore fongique et des
staphylocoques. Quant aux échantillons témoins,
des signes visibles d’altération prononcée sont
détectés a partir du troisiéme jour de conservation.
Ces résultats indiquent que malgré les activités
bioactives et protectrices prononcées de cette ’huile
essentielle appliquée par adjonction dans la
conservation des poissons fumés, elle n’offre une
protection efficace et rigoureuse contre la flore
d’altération que pendant une durée moyenne de
cing (05) jours. Apres cette période, la bioprotection
assurée par ’huile essentielle diminuerait de facon
progressive. Cette diminution d’activité serait due a
Ieffet de rémanence des huiles essentielles, qui sont
des substances tres volatiles et leur exposition
entraine un départ progressif des molécules volatiles
qui se mélangent a Dair.
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Tableau 6: Flore microbienne des poissons fumés et conservés avec 'huile essentielle de Ocimum gratissimmum

Microorganismes dénombrés (ufc)
Témoin (sans HE) Méthode d’adjonction Méethode d'injection
Quantité d’huile Quantité d’huile
(mL/70g de poissons fiumés) (mL/70g de poissons fiumés)
Durée de conservation Germes recherchés * 0,25 0,5 1 0,25 0,5 1
Flore totale >300 - - - 2,8.101 1,8.10! -
Coliformes totaux 1,5.102 - - - 2,5.10! 1,7.101 -
5 Jours Staphylocoques 2,6.102 - - - 03 01 -
Moisissures >300 - - - - - -
Flore totale >300 1,3.10 09 07 10,6.10! 5,2.10! 1,8.10
Coliformes totaux 4,5.102 02 - - 4,8.10! 3,6.10! 08
10 Jours Staphylocoques 7,6.102 - - - 5,2.10! 1,2.10! 07
Moisissures >300 - - - 08 05 02
- : Absence de colonies visibles
Tableau 7: Flore microbienne des poissons fumés et conservés avec huile essentielle de Piwenta racemosa
Microorganismes dénombrés (ufc)
Témoin (sans HE) Méthode d’adjonction Méthode d’injection
Quantité d’huile Quantité d’huile
(mL/70g de poissons fumés) (mL/70g de poissons fumés)
Durée de conservation | Germes recherchés * 0,25 0,5 1 0,25 0,5 1
Flore totale >300 - - - 2,7.101 1,6.10 -
Coliformes totaux 1,5.102 - - - 2,0.10 1,5.10! -
5 Jours Staphylocoques 2,6.102 - - - 05 01 -
Moisissures >300 - - - - - -
Flore totale >300 1,0.10 09 07 12,6.10! 5,3.10! 1,9.10!
Coliformes totaux 4,5.102 04 01 - 4,8.10! 3,6.10! 08
10 Jours Staphylocoques 7,6.102 03 01 - 5,2.10! 1,2.10! 06
Moisissures >300 - - - 07 06 04

- : Absence de colonies visibles
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5 CONCLUSION

La présente étude réalisée dans loptique de
rechercher des produits antimicrobiens naturels
capable de prolonger la durée de conservation du
poisson fumé a permis de montrer que les huiles
essentielles de  O.gratissimum et de  P.racemosa
possedent une activité antimicrobienne prononcée
contre la flore fongique d’altération associée aux
poissons fumés au sud du Bénin. Les essais de
conservation des poissons fumés par incorporation
des huiles essentielles ont permis de constater
qu’elles peuvent étre utilisées pour prolonger de
facon substantielle la durée de conservation des
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