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La consommation de produits aquatiques n’a cessé de croitre ces dernières années. La 

croissance annuelle est de 3,1 % depuis 1961. La consommation par habitant est passée de 

9,1 kg en 1961 à 20,5 kg en 2018. Les produits aquatiques sont devenus des denrées très 

recherchées pour leurs qualités nutritionnelles. La consommation grandissante mais 

également le changement des conditions climatiques ont eu pour impact un appauvrissement 

des stocks de poisson. Les pêcheurs ont donc été obligés de trouver des nouveaux lieux de 

pêche, ce qui a conduit à un éloignement de leurs bateaux. De ce fait, différentes solutions 

ont été mises en place. Un aménagement de zones de protection au large du littoral et 

l’aquaculture se sont développés. Cependant, l’aquaculture ne permet pas d’élever toutes les 

espèces de poisson, ce qui rend l’utilisation de la pêche traditionnelle inévitable. La mise en 

place de directives permettant l’encadrement de la pêche a également permis de soulager les 

tensions liées à cette activité. Une des conséquences observables de l’éloignement des sites 

de pêche a été l’allongement du temps de transport mais aussi du temps en mer. Il a donc 

fallu trouver des nouvelles méthodes de conservation. La congélation a notamment été 

utilisée. La congélation permet au poisson de conserver ses qualités nutritionnelles. Mais elle 

a aussi un impact négatif sur la qualité du filet de poisson. Elle va induire l’apparition de 

cristaux de glace au niveau cellulaire. Ces cristaux ont pour effet une altération des 

membranes cellulaires et mitochondriales avec la création de pores au niveau de ces 

membranes. La congélation altère les fibres musculaires en dénaturant les protéines 

composant ces fibres. De nombreuses études ont été réalisées pour discriminer le frais du 

décongelé en utilisant notamment les taux d’enzymes. Cependant, les résultats diffèrent 

d’une espèce de poisson à l’autre, du fait qu’il s’agisse de poissons sauvages ou d’élevage, de 

la façon dont celui-ci a été tué et de la façon dont il a été conservé.  

Dans ce travail, il a été décidé de se focaliser sur un organite important de la cellule : la 

mitochondrie. Les mitochondries interviennent dans de nombreux phénomènes 

physiologiques. Elles sont le siège du cycle de Krebs et sont les productrices d’énergie de la 

cellule. Elles peuvent également être responsables de nombreuses maladies. Les 

mitochondries ont déjà prouvé leur intérêt en tant que marqueur de fraîcheur notamment 

avec le suivi de la perte de potentiel membranaire par spectrofluorimétrie. 
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C’est dans ce contexte qu’intervient cette thèse dont le but consiste à discriminer les poissons 

frais des poissons ayant subi un stade de congélation/décongélation en se basant sur la 

perméabilité membranaire mitochondriale. 

Une étude bibliographique composera la première partie de ce manuscrit. Celle-ci sera 

déclinée en huit chapitres. Le second chapitre aura pour but de donner une définition de ce 

qu’est un poisson frais et présentera les différentes méthodes de conservation. Le troisième 

chapitre se concentrera sur les différentes méthodes de congélation. Le quatrième chapitre 

permettra de présenter les espèces utilisées lors de cette thèse. Le cinquième chapitre 

présentera les méthodes de différenciation déjà existantes. Le sixième chapitre présentera 

quant à lui le tissu musculaire. Le septième chapitre aura pour but de présenter la 

mitochondrie. Enfin, le dernier chapitre présentera les différentes méthodes de 

perméabilisation mitochondriale. 

Pour les besoins des deux premières études que nous avons menées, des mitochondries 

isolées de daurade royale (Sparus aurata) ont été utilisées. Celles-ci ont été obtenues à l’aide 

d’un protocole d’extraction mis en place précédemment. Cependant, l’utilisation de 

mitochondries isolées peut induire un biais expérimental. En effet, le protocole peut 

engendrer une rupture temporaire des membranes mitochondriales induisant la perte de 

composants internes. C’est pour cette raison que la dernière étude s’est focalisée sur la 

perméabilité mitochondriale impliquant des fibres rouges de bar (Dicentrarchus labrax) non 

perméabilisées. 

Dans ce manuscrit, une étude sur le suivi de la fraîcheur du poisson sera présentée. Les 

mesures ont été effectuées par cytométrie en flux. Ainsi, grâce à des sondes appropriées, il a 

été possible de suivre l’évolution du potentiel membranaire sur une période de sept jours. 

Cette étude a permis de montrer une perte du potentiel au cours du temps et de déterminer 

trois stades de fraîcheur : l’ultra fraîcheur de J0 à J2, un stade de fraîcheur intermédiaire de J3 

à J5 et à partir de J6, une fraîcheur avancée. Cette technique ne permet cependant pas de 

discriminer le poisson frais du poisson décongelé.  

Une seconde étude utilisant la perméabilité membranaire des mitochondries a été réalisée. 

Les mitochondries ont été extraites du tissu rouge, ce tissu contenant une quantité importante 

de mitochondries. Des mitochondries issues d’un filet ne présentent pas d’altération au 
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niveau des membranes interne et externe. Pour vérifier cela, le NADH, qui est un substrat du 

complexe I de la chaine respiratoire, a été utilisé. Pour être consommé, celui-ci doit traverser 

la membrane interne. Un perméabilisant a aussi été utilisé. Il a permis de déterminer l’activité 

maximale du complexe I lors d’analyses spectrophotométriques et oxygraphiques. Le 

protocole d’extraction apporte cependant un biais dans les analyses, puisque d’une part 

uniquement les mitochondries en bon état ont été récupérées et d’autre part, ce protocole 

semble induire des changements morphologiques et des pertes de certains composés comme 

le cytochrome c. 

C’est dans ce cadre qu’intervient la dernière étude. Dans ce cas, des fibres ont été directement 

utilisées pour éviter les biais expérimentaux éventuels dus à l’extraction des mitochondries. 

Selon le même principe que précédemment, un substrat a été apporté pour évaluer la 

perméabilité membranaire des mitochondries. Pour ces différentes expérimentations, une 

très faible quantité de fibres de poisson a été nécessaire. 

La dernière partie de ce manuscrit constituera une conclusion générale sur les travaux 

effectués pendant cette thèse ainsi qu’une présentation des perspectives. 
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I. Situation de la pêche 

1. Etat des lieux des stocks de poisson 

La consommation de poisson est devenue une alternative à la consommation de viande. En 

effet, cette consommation représente 17 % de l’apport en protéines pour la population 

mondiale. Dans les pays en voie de développement, cet apport peut atteindre 50 %. C’est le 

cas notamment au Bangladesh et au Ghana. Cependant, cette augmentation de la 

consommation a eu pour conséquence un appauvrissement des stocks. Les stocks de poisson 

se situant à un niveau biologiquement durable sont passés de 90 % en 1974 à 65,8% en 2017. 

En 1974, 10% des poissons pêchés provenaient de stocks non durables. En 2017, la pêche en 

stocks non durables représentait 34 % des poissons pêchés. Les poissons débarqués 

proviennent de stocks exploités à un niveau biologiquement durable à hauteur de 78,7 % : 

Figure 1 ci-dessous.  

 

Figure 1 : Evolution de la situation des stocks de poisson au niveau mondial (FOOD AND DRUG ADMINISTRATION, 2020) 

Il est possible de distinguer deux types de captures, les captures en eaux continentales et les 

captures en eaux marines. Les eaux continentales sont les eaux de surface. Ce sont des eaux 

douces se situant à l’intérieur des terres alors que les eaux marines représentent les eaux 

côtières, les mers. La production par la pêche en eaux continentales représente 12 millions de 

tonnes de poisson en 2018, tandis que la pêche en eaux marines représente 84,4 millions de 
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tonnes de poisson (FOOD AND DRUG ADMINISTRATION, 2020). L’épuisement des stocks de poisson 

a provoqué un éloignement des sites de pêche (DEME & THIAO, 2021). La création des zones de 

sauvegarde des espèces marines a induit un regroupement des espèces autour de ces zones. 

En conséquence, les pêcheurs se sont rapprochés en pêchant autour de ces zones. Cependant, 

cela a eu pour conséquence d’avoir éloigné les pécheurs des côtes. Il a donc fallu faire des 

aménagements sur les bateaux de pêche, ce qui a causé des frais supplémentaires pour les 

pêcheurs. En plus de ces frais, cela a entrainé un allongement des périodes en mer. Ces temps 

plus longs nécessitent des adaptations au niveau de la conservation des poissons notamment 

la mise en place de système de congélation pour augmenter la durée de vie des produits 

aquatiques  (SADOVY et al., 2003) 

2. Développement de l’aquaculture 

Les stocks sauvages de poisson sont soumis à la pression de la pêche. Ainsi, en 2019 un état 

des lieux a mis en évidence que 23 % des poissons pêchés provenaient d’une population en 

surpêche, ce qui signifie que la pression de la pêche peut conduire à une baisse de la 

population. 3 % des poissons proviennent de populations surpêchées et dégradées, ce qui 

signifie qu’il y a une baisse au niveau de la biomasse des reproducteurs, ce qui a pour impact 

une baisse de la population. Enfin 2 % des poissons proviennent de populations effondrées, 

ce qui signifie que la biomasse de reproducteurs ne permet pas de renouveler la population 

(IFREMER, 2020) : Figure 2 ci-dessous.  

 

Figure 2 : Etat écologique des populations exploitées en France en 2019 (en pourcentage)  (IFREMER, 2020) 
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Ainsi, la mise en place de l’aquaculture contribue à la préservation des stocks de poissons 

sauvages. L’aquaculture a également été mise en place réduire les coûts liés à la pêche. En 

effet, l’affaiblissement des stocks a contraint les pêcheurs à chercher d’autres points de pêche, 

ce qui a entrainé un éloignement des bateaux de pêche. L’éloignement pose plusieurs 

problèmes puisqu’il faut trouver un moyen de conserver le poisson pour le garder frais le trajet 

prenant parfois plusieurs jours. L’aquaculture ne concerne pas toutes les espèces de poisson, 

ce sont surtout des poissons d’eau douce tels que le tilapia (Oreochromis niloticus) ou la carpe 

commune (Cyprinus carpio)). Pour les poissons d’eau de mer, ce sont surtout des élevages de 

saumon (Salmo salar) voire de bar (Dicentrarchus labrax) ou de daurade royale (Sparus 

aurata). 

Cette filière a permis de produire 82,1 millions de tonnes de poisson en 2018 dont 51,3 

millions de tonnes en eaux continentales et 30,8 millions en eaux marines (Figure 3 ci-dessous).  

L’aquaculture nécessite une réglementation pour rendre cette production responsable. (FOOD 

AND DRUG ADMINISTRATION, 2011). 

 

Figure 3 : Schéma de la production halieutique et aquacole mondiale (FOOD AND DRUG ADMINISTRATION, 2020) 

L’aquaculture est un terme générique qui englobe la pisciculture et la conchyliculture (FRANCE 

AGRIMER, 2022a). On peut distinguer deux types d’aquaculture : la première nécessitant une 

alimentation d’appoint, la seconde s’effectuant sans apport de nourriture. L’aquaculture avec 

alimentation d’appoint est devenue le mode d’aquaculture majoritaire. Le principal continent 

d’aquaculture est l’Asie en produisant 89 % du total mondial sur les vingt dernières années. 

https://fr.wikipedia.org/wiki/Cyprinus_carpio
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Des bassins d’aquaculture sont également présents en France. La filière a permis de produire 

194 000 tonnes dont 36 000 tonnes de salmonidés en 2019.  

3. Production pour la consommation humaine 

En 2018, la production mondiale de poisson a atteint 179 millions de tonnes dont 156 millions 

étaient destinées à l’alimentation humaine. L’aquaculture a participé à cette production à 

hauteur de 46 %. En 2018, 52 % de la consommation mondiale de poisson provenait de 

l’aquaculture. En 2030, cette consommation devrait attendre 59 %. L’aquaculture constituera 

ainsi la source principale d’apport de poisson. La plus grande partie des produits 

commercialisée consiste en du poisson vivant, frais ou réfrigéré. Cela représente environ 44 

% du marché. C’est sous cette forme que le poisson est le plus recherché mais également le 

plus cher. Cependant, le poisson frais a une durée de vie limitée. C’est pour cela qu’il peut être 

vendu sous d’autres formes, notamment congelée ou décongelée. La forme congelée du 

poisson représente d’ailleurs 35 % du marché (FOOD AND DRUG ADMINISTRATION, 2020). 

En 2018, il a été estimé que la consommation de produits aquatiques par habitant était de 

20,5 kg en moyenne. Cette consommation était estimée à 33,3 kg par habitant en France dont 

23,9 kg de poisson (Tableau 1 ci-dessous), faisant de la France le 4ème consommateur européen 

(FRANCEAGRIMER, 2022). 

Tableau 1 : consommation française de produits aquatiques (en kg de poids vif par an et par habitant (FRANCE AGRIMER, 2021) 
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4. Importations et exportations 

Les principales espèces de poisson importées sont le saumon pour 1 311 millions d’euros, le 

thon (Thunnus spp.) pour 658 millions d’euros, le cabillaud (Gadus morhua) pour 468 millions 

d’euros et le lieu noir (Pollachius virens) pour 287 millions d’euros. En France, les espèces 

principalement exportées sont le thon sous forme de conserves pour 185 millions d’euros et 

le saumon en particulier le saumon fumé pour 178 millions d’euros. La part congelée des 

importations représentent 2 155 millions d’euros contre 406 millions d’euros pour les 

exportations et la part fraiche des importations représentent 2 083 millions d’euros contre 

608 millions d’euros pour les exportations. Le principal exportateur de poissons est la Chine 

suivie de la Norvège et du Vietnam. En 2020, la France a importé 2 078 milliers de tonnes de 

poids vifs et a exporté 586 milliers de tonnes de poids vif (FRANCE AGRIMER, 2022a) : Figure 4 ci-

dessous  

 

 

Figure 4 :  Valeur des importations et des exportations par catégories de produits (FRANCE AGRIMER, 2022a) 

Les produits aquatiques sont vendus sous différentes formes pour la consommation humaine 

(Figure 5 page 32). Les produits frais représentent la part la plus importante des produits 
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vendus.  Ils représentent 44 % du marché. Ensuite, les produits sont vendus sous la forme 

congelée à hauteur de 35 %. Ces deux formes sont les plus présentes sur le marché. Deux 

autres formes sont également retrouvées : la mise en conserves à hauteur de 11 % et la forme 

salée/séchée à hauteur de 10 %. La congélation, la mise en conserves et le salage sont des 

méthodes de transformation du poisson. Ces procédés de transformation vont permettre de 

conserver plus longtemps les produits aquatiques. La congélation est la principale méthode 

de conservation puisqu’elle représente 63 % des produits transformés (FOOD AND DRUG 

ADMINISTRATION, 2022). Les principales espèces mises en conserves sont le thon (52 %), le 

maquereau (Scomber scombrus) (13 %) et la sardine (Sardina pilchardus) (16 %) (FRANCE 

AGRIMER, 2021). 

 

Figure 5 : Les différentes formes de revente des produits halieutiques (en pourcentage) (FOOD AND DRUG ADMINISTRATION, 2022) 

Les espèces les plus consommées en France sont le saumon et le cabillaud. Ces deux espèces 

représentent les 2/3 des poissons frais consommés. La daurade, quant à elle, est la cinquième 

espèce de poisson la plus consommée en France (FRANCE AGRIMER, 2021). La daurade toutes 

espèces confondues représentaient en 2020, 5 048 tonnes des achats sous la forme de produit 

frais. L’espèce étant précédée par le saumon représentant 30 962 tonnes des achats, le 

cabillaud avec 16472 tonnes d’achats, le lieu noir (Pollachius virens) avec 9 383 tonnes 

d’achats et la truite avec 6 053 tonnes d’achats (Tableau 2 page 33). Le saumon a connu une 

croissance de 24,6 % entre 2019 et 2020, la truite de 8,3 % et la daurade de 2,2 %. En revanche, 

44%

35%

11%

10%

Frais Congelé Conserve Salé, séché, fumé
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le cabillaud a connu un recul de 11,1 % et le lieu noir un recul de 6,2 % (FRANCE AGRIMER, 2021). 

Ce recul peut s’expliquer par un nombre de poissons moins important sur les étals mais 

également par la hausse du prix de ces poissons. Ainsi pour les filets de lieu noir, le prix d’achat 

pour les grossistes sur le marché de Rungis a connu une hausse d’environ 40 %, en août 2021 

le prix au kilogramme était de 5,80 €. En juillet 2022, il a atteint 8,29 €. Le prix de revente chez 

les particuliers a également augmenté. Il est passé de 9,69 € en août 2021 à 12,85 € en juillet 

2022, soit une augmentation d’environ 30 % du prix (FRANCEAGRIMER, 2022). 

Tableau 2 : Principales espèces consommées en France (en tonnes d’achats) (FRANCE AGRIMER, 2021) 

 

5. Règlementation sur la durabilité 

La pêche intensive a entrainé une raréfaction de certaines espèces de poisson. Pour 

contrecarrer ces effets, une politique de durabilité a été mise en place. A la fin des années 80, 

une prise de conscience s’est effectuée au sein de la communauté internationale sur les 

conséquences d’une surpêche et des dommages causés à l’écosystème. De ces interrogations 

est né un code de conduite regroupant des principes pour une pêche responsable qui sert de 

référence aux pays souhaitant améliorer le cadre juridique de la pêche et de l’aquaculture. Ce 

code est disponible pour tous les membres de la FAO mais également aux non-membres. Son 

application se base sur le volontariat. Pour lutter contre la pêche illicite, un accord a été mis 

en place. Celui-ci prévoit d’empêcher les navires pratiquant la pêche illicite, non déclarée et 

non réglementée de débarquer leurs poissons dans les ports. Le suivi de l’application du code 

est réalisé à l’aide de questionnaires à l’attention des pays membres mais aussi à des ONG 

(FOOD AND DRUG ADMINISTRATION, 2020). Une politique européenne commune de la pêche (PCP) 

a été mise en place. Cette politique permet la gestion de la pêche et des bateaux qui exploitent 

les produits halieutiques et a aussi permis de fixer les conditions de conservation des produits 

aquatiques. Un cadre juridique réglemente cette politique, il s’agit du règlement UE 

n°1380/2013 (MINISTERE DE L’AGRICULTURE ET DE L’ALIMENTATION, 2021). 
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6. Suivi et traçabilité des poissons 

Ainsi, les états membres de l’Union Européenne ont mis en place des directives permettant la 

traçabilité des produits de la pêche. Le règlement UE n°1379/2013 donne les règles 

applicables à l’étiquetage des produits aquatiques. Sur l’étiquette doivent être présents le 

nom scientifique de l’espèce, sa dénomination commerciale, s’il s’agit d’un poisson sauvage 

ou d’un poisson d’aquaculture, le lieu de pêche ou d’élevage et s’il a subi un stade de 

congélation (PARLEMENT EUROPEEN, 2013). La date de capture n’est cependant pas indiquée sur 

les étiquettes. Cependant, une période de capture est renseignée. Cette période est comprise 

entre le premier et le dernier jour de pêche. En effet, sur les bateaux de pêche, il n’est pas 

possible de séparer les produits par jour de pêche. En France, un outil a été mis en place pour 

faciliter l’application de la réglementation européenne. Il s’agit de l’outil SALTO (Système 

Automatisé en Ligne de Traçabilité pour les Opérateurs). Cet outil facilite la transmission des 

informations entre les différents acteurs de la filière.  

7. Bilan du chapitre I 

Toutes ces données ont mis en lumière l’importance de la pêche et de l’aquaculture pour la 

consommation humaine, notamment la consommation française. La consommation par an et 

par habitant ne fait qu’augmenter. Pour répondre à la demande, la France importe de plus en 

plus de poissons. La part des produits ayant été congelés progressent de plus en plus. Les 

produits aquatiques se présentent sous la forme de produits entiers mais également de 

produits filetés. Sur les produits entiers, il est possible de différencier le frais du décongelé. En 

revanche pour les filets, la différence est moins visible voire impossible à faire. Cela a conduit 

à se poser la question de la différenciation entre les produits frais et les produits décongelés. 

D’une part, cette différenciation est nécessaire pour s’assurer de l’authenticité du produit 

puisque les produits frais n’ont pas la même valeur financière que les produits décongelés. 

D’autre part, la congélation peut avoir un côté assainissant. Elle est, par exemple, utilisée dans 

l’industrie du poisson cru (sushis), pour éviter les contaminations par les parasites.  

Pour comprendre comment distinguer les poissons frais des poissons décongelés, il est 

nécessaire de comprendre ce qu’est un poisson frais. Ainsi le prochain chapitre décrit les 

différentes méthodes de conservation du poisson. 



 
 

31 
 

Etude bibliographique 

 
 
 
 

II. Poisson frais : définition et méthodes de conservation 

1. Définition du poisson frais 

Selon la règlementation CE n°853/2004 (PARLEMENT EUROPEEN, 2004), « les produits frais de la 

pêche correspondent à tout produit de la pêche non transformé, entier ou préparé, y compris 

les produits conditionnés sous vide ou en atmosphère modifiée, qui n’a subi aucun traitement 

autre que la réfrigération en vue de sa conservation ». La fraîcheur du poisson peut être 

définie de la manière suivante : poisson ayant été fraichement péché et dont la conservation 

a été réalisée par refroidissement. Le poisson ne doit pas avoir été congelé. Trois états 

peuvent être définis pour la fraîcheur. Un état frais est obtenu après abattage, la température 

de l’organisme est légèrement plus basse que la température habituelle de l’animal vivant. Le 

second état correspond à un état pour lequel la chair est refroidie et la température au niveau 

du muscle n’excède pas 12°C. Cet état intervient après l’abattage. Le dernier état correspond 

à l’état refroidi. La chair est alors conservée entre 0°C et 4°C (LISITSYN et al., 2019). 

L’index qualité permet de déterminer différents niveaux de fraîcheur : très frais, frais, 

acceptable, limite et inacceptable. C’est un système de cotation des altérations physiques des 

poissons crus. Les critères d’évaluation sont visuels et olfactifs (Cf. chapitre V.1 sur la méthode 

QIM page 66) (GONÇALVES et al., 2007). 

2. Méthodes de conservation 

Plusieurs méthodes de conservation physiques et chimiques existent pour permettre la 

conservation des filets. Ces moyens permettent de limiter la croissance bactérienne 

a) Conservation par réfrigération 

L’arrêté du 21 décembre 2009 fixe les températures de conservation dans les commerces et 

les services de restauration. Ils doivent être conservés à +2°C (MINISTERE DE L’AGRICULTURE ET DE 

L’ALIMENTATION, 2009). Le règlement (CE) n°853/2004 fixe quant à lui la température 

d’entreposage et de transport, les produits de la pêche sont conservés à +3°C sur de la glace 

fondante (PARLEMENT EUROPEEN, 2004). La première méthode de conservation utilisée est la 

réfrigération. Les poissons frais représentent 44 % de la consommation des ménages français. 

Les principales espèces consommées sont le saumon (52 %), le cabillaud (38 %), le lieu noir 

(23 %), la truite (19 %) et la daurade (14 %) (FRANCE AGRIMER, 2022b). Cette technique permet 
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d’abaisser la température du poisson, la température de conservation est comprise entre 0°C 

et 4°C. Cela permet de ralentir le développement bactérien. Les microorganismes présents sur 

les poissons sont en phase de latence pendant leur adaptation à leur nouvel environnement. 

Après cette adaptation, il y aura une croissance exponentielle de la population bactérienne. 

Leur développement est lié à différents facteurs tels que le pH, la présence de nutriments, la 

température, le taux d’humidité … (DUARTE et al., 2020). 

Différents types de froid peuvent être utilisés pour la réfrigération commerciale : le froid 

statique, le froid brassé et le froid ventilé. Pour le froid statique, le froid se situe dans le bas 

du réfrigérateur, l’air chaud monte. Un évaporateur est présent sur le haut du réfrigérateur 

pour refroidir cet air chaud. Pour le froid brassé, un ventilateur est présent dans le 

réfrigérateur, il va répartir le froid de façon homogène. Avec le froid brassé, la circulation d’air 

est moins efficace que pour le froid ventilé. Pour le froid ventilé, une injection d’air froid et 

sec est effectuée, le refroidissement est rapide et homogène cependant cette méthode a 

tendance à assécher le produit.  

Sur les bateaux de pêche, d’autres méthodes de refroidissement sont utilisées : la 

réfrigération par adsorption, le système de réfrigération à éjecteurs, la réfrigération par 

compression et enfin le système de réfrigération hybride. Ces méthodes permettent une 

réfrigération rapide mais également permettent une réduction de la consommation électrique 

des bateaux et une meilleure performance énergétique (WANG & WANG, 2004 ; XIANGGUO et al., 

2017).  

Pour ce mode de conservation, plusieurs emballages peuvent être utilisés. Ces emballages ont 

des impacts différents sur les paramètres physiologiques du produit. Une première distinction 

peut être faite entre l’emballage sous vide et les emballages perméables à l’oxygène. 

L’utilisation d’un emballage laissant l’oxygène entrer en contact avec le produit ne permet pas 

une conservation longue durée de ce produit. En effet, selon (ANELICH et al., 2001) ce type 

d’emballage ne permet pas de conserver les filets de poisson pour une durée maximale de 4 

jours. Au contraire, l’utilisation de l’emballage sous-vide permet d’étendre la durée de vie à 8 

jours. La mesure du nombre de colonies bactériennes montre qu’en présence d’oxygène, le 

produit devient impropre à la consommation humaine après seulement 6 jours de 

conservation contrairement à l’utilisation de l’emballage sous vide pour lequel le produit est 

toujours apte à la consommation à cette date. Deux autres techniques sont utilisées pour 



 
 

33 
 

Etude bibliographique 

 
 
 
 

modifier la durée de vie. Il s’agit de l’emballage sous atmosphère modifiée et de l’irradiation 

gamma. L’emballage sous atmosphère modifiée permet une réduction de la vitesse de la 

croissance bactérienne et une augmentation de la durée de vie des filets de poisson. Avec 

l’utilisation des radiations gamma, une réduction des colonies de bactéries mésophiles est 

observée et cela permet également une augmentation de la durée de vie des filets. Ces deux 

méthodes peuvent être associées permettant une réduction du nombre de colonies 

bactériennes (MONTEIRO et al., 2013). 

L’utilisation de la réfrigération permet une conservation non dénaturante mais ne permet pas 

une conservation longue durée des produits aquatiques. D’autres méthodes sont donc 

nécessaires pour allonger la durée de vie de ces produits. 

b) Conservation par la mise en conserve 

La mise en conserve (appertisation) est une méthode très utilisée. Cependant, elle ne peut 

pas être utilisée pour toutes les espèces de poisson notamment les poissons dits maigres 

puisque leur chair s’altère face aux hautes températures. Les principales espèces utilisées sont 

le thon (84 %), la sardine (49 %) et le maquereau (44 %) (FRANCE AGRIMER, 2022b). En effet, la 

différence de composition entre les poissons va induire des stabilités différentes. Ainsi, 

certaines espèces de poisson ne supportent pas la température utilisée pour la cuisson et la 

stérilisation. Cette méthode de conservation permet, selon la direction générale de 

l’alimentation (DGAL & DGCCRF, 2005), de « détruire les micro-organismes dans leurs formes 

végétatives et sporulées et leurs toxines thermosensibles assurant la stabilité à température 

ambiante des produits ». Le barème de stérilisation est défini par un couple 

temps/température. Pour les produits dont le pH est supérieur à 4,5, la valeur stérilisatrice est 

exprimée en équivalent temps passé à 121°C. Cette valeur est mise en relation avec le temps 

nécessaire pour détruite un micro-organisme de référence. Dans le cas des produits dont le 

pH est supérieur à 4,5 (notamment le cas des poissons), ce micro-organisme est Clostridium 

botulinum. 

L’étape de la cuisson va induire une perte de nutriments puisque les protéines solubles et les 

vitamines présentes (notamment les vitamines B) dans l’eau vont être évacuées dans l’eau de 

cuisson. La température de mise en conserve est maintenue à 121°C pendant 15 minutes pour 

inactiver les microorganismes. Cette température de stérilisation a pour impact une 
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dénaturation des protéines et donc une altération au niveau des qualités nutritionnelles et 

gustatives (ABRAHA et al., 2018).  

Avant la mise en conserve, différents traitements sont appliqués aux produits aquatiques au 

cours desquels de nombreuses altérations des produits peuvent apparaitre. Les premières 

altérations apparaissent dès la capture du poisson avec l’activité enzymatique, l’altération liée 

au développement de la flore microbienne et l’oxydation des lipides. Ensuite, les conditions 

de stockage peuvent également altérer la qualité du poisson avec notamment la formation 

d’amines. L’utilisation de la congélation avant la mise en boîte permet de conserver le produit 

plus longtemps avant la mise en conserve. Cependant, la congélation va également avoir un 

impact sur la qualité du produit. Après ces deux étapes, le produit est ensuite cuit, ce qui 

entraine également des altérations au niveau du produit telle que l’augmentation de la masse 

graisseuse. Enfin arrive l’étape de stérilisation qui peut être décortiquée en 3 étapes. La 

première correspond à la fermeture hermétique de la conserve, la seconde correspond à 

l’étape de létalité au cours de laquelle les pathogènes dangereux et résistants à la chaleur sont 

éliminés. Enfin, la dernière étape correspond au traitement post stérilisation et au stockage 

de la conserve. Mais, il a également été constaté une formation importante d’acides gras libres 

(AUBOURG, 2001). 

La mise en conserve est un processus complexe nécessitant de nombreuses étapes. Au cours 

de ces différentes étapes, de nombreuses altérations peuvent intervenir au niveau du produit 

avec notamment une perte au niveau des propriétés organoleptiques des produits frais. 

c) Conservation par salage 

Le salage est une des techniques de conservation les plus anciennes. Deux types de salage se 

distinguent : le salage en saumure et le salage à sec. Dans le cas du salage en saumure, le 

produit est plongé dans une eau saturée en sel. Pour le salage à sec, le produit est recouvert 

de sel. Le chlorure de sodium utilisé se diffuse de l’extérieur vers l’intérieur des muscles 

conduisant à la formation de liaisons entre les ions sodium, les ions chlorure et les protéines. 

La concentration en sel des poissons est alors d’environ 20 %. Cette méthode consiste en la 

pénétration de sel à l’intérieur de la chair du poisson. Cette méthode permet de réduire le 

nombre de colonies bactériennes présentes (HASSAN HADI AL-RUBAI et al., 2020). Le nombre de 

bactéries est lié à l’activité de l’eau (aw). Pour le développement des bactéries, l’activité de 
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l’eau doit être élevée, en général supérieure à 0,90. En dessous de cette valeur, 

l’environnement ne permet pas une croissance bactérienne. L’activité de l’eau est liée à la 

concentration en sel. Plus cette concentration augmente et plus l’activité de l’eau diminue 

(PITTIA & ANTONELLO, 2016). 

Un changement au niveau du poisson est ainsi observé. En effet, une perte d’eau va être la 

conséquence du salage, induisant par la même occasion une perte de protéines (HASSAN HADI 

AL-RUBAI et al., 2020). D’après (CALIXTO et al., 2020), le salage induit des changements au niveau 

des paramètres physicochimiques du Cobia (Rachycentron canadum). Une réduction du taux 

d’oméga 3 et d’oméga 6 est observée sur les poissons ayant subi le salage. Cette réduction est 

due à l’oxydation en présence de sel. Une autre étude (QIUXING et al., 2014) a permis de 

démontrer un changement au niveau de l’oxydation des lipides au cours du salage. Ainsi le 

salage combiné à une réduction de la concentration en eau permet une oxydation des lipides. 

Il a également été constaté que durant ce processus, la lipoxygénase est inhibée par le sel. 

Outre une augmentation de la quantité de sel au sein des produits, des marqueurs tels que le 

taux de peroxydes mais également les activités des substances réactives de l’acide 

thiobarbiturique et de la lipoxygénase montrent des altérations quand on les compare à des 

produits frais. L’activité de la lipoxygénase montre une décroissance au cours du processus de 

conservation ce qui peut s’expliquer par une inhibition de la lipoxygénase par le sel. Le taux 

de peroxydes et les TBARS montrent dans un premier temps une croissance pour ensuite 

décroitre. Le salage va également prévenir la croissance bactérienne. La méthode de salage 

est en général combinée à la méthode de séchage qui est également une méthode ancienne 

de conservation. Avec cette méthode, l’eau présente dans les tissus va être extraite. Ce 

faisant, cela induit une réduction de l’humidité du produit ainsi qu’une augmentation de la 

durée de vie du produit (HASSAN HADI AL-RUBAI et al., 2020). 

Cette méthode va ainsi induire un changement au niveau des qualités organoleptiques des 

produits.  

d) Conservation par fumage 

Le fumage fait également partie des méthodes les plus anciennes de conservation. Cette 

méthode se montre dénaturante pour le poisson. Deux méthodes de fumaison sont possibles : 

la fumaison à froid et la fumaison à chaud. La fumaison à froid se fait à des températures ne 
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dépassant les 33 °C contrairement à la fumaison à chaud qui, elle, s’effectue avec des 

températures atteignant 70 à 80 °C. La fumaison à froid nécessite des étapes supplémentaires 

puisqu’elle ne suffit pas à fournir une protection adéquate face aux microorganismes. Pendant 

le processus de fumaison, des composés formaldéhydes et des phénols vont être libérés. Ces 

composés permettent l’inhibition de la croissance bactérienne mais également la limitation 

des réactions d’oxydation (ARVANITOYANNIS & KOTSANOPOULOS, 2012). Cependant, les composés 

sont soumis à des règlementations puisqu’à une certaine dose, ils deviennent néfastes pour 

la santé. Ainsi, selon le règlement CE n°466/2001 (COMMISSION DES COMMUNAUTES EUROPEENNES, 

2001), la teneur maximale de benzo(a)pyrène ne doit pas dépasser 5 µg.kg-1 de poids à l’état 

frais. D’après (CORDEIRO et al., 2020), le fumage apporte des modifications qualitatives au 

niveau du produit. Il a également été constaté une augmentation de la teneur en lipides liée 

au processus de déshydratation dû au fumage. Ils ont démontré que les crevettes (Litopenaeus 

schmitti et Macrobrachium amazonicum) contenaient avant fumage 0,12 % de lipides tandis 

que les crevettes ayant été fumées contenaient 0,36 % de lipides. Ils ont également montré 

une hausse de la concentration en protéines.  Avant fumage les crevettes contenaient environ 

17 % de protéines alors qu’après fumage elles en contenaient environ 30 %. 

La conservation par fumage induit des changements au niveau de la masse graisseuse et de la 

quantité de protéines. Le fumage provoque une perte de protéines et simultanément une 

augmentation de la masse graisseuse. Cette augmentation serait due au processus en lui-

même puisque le processus induit une perte d’eau ce qui conduit à une accumulation de 

matière  grassse (REGULSKA-ILOW et al., 2013). Il a également été démontré que le fumage 

pouvait entrainer une perte de nutriments à cause de la température et de l’interaction entre 

les composants de la fumée et les protéines (SALIU, 2008).  

Le processus de fumage est un bon moyen de conservation des produits aquatiques. 

Cependant, cette transformation du produit induit des modifications physico-chimiques qui 

modifient les propriétés gustatives et nutritionnelles des produits. 

e) Conservation par fermentation 

La fermentation est une technique répandue dans le monde entier. Elle s’effectue 

principalement chez les esquimaux et dans les pays asiatiques. Cette méthode se base sur 

l’activité des enzymes et la présence de bactéries lactiques halophiles et halotolérantes 
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(organismes vivants dans des milieux à hautes concentrations en sel) (NIKIFOROVA, 2020). 

Différentes bactéries lactiques peuvent être utilisées pour la fermentation telles que 

Lactobacillus plantarum ou Lactococcus lactis … La fermentation s’effectue en présence de 

sel. Ce sel permet d’améliorer l’activité des bactéries halophiles. L’hydrolyse des protéines se 

fait lors de la fermentation du poisson en présence de sel. La fermentation se fait à 

température ambiante pendant 12-18 mois. Cette hydrolyse est induite par des protéinases 

endogènes et par des protéinases produites par les bactéries halophiles. Ces composés vont 

servir d’indice qualité pour le produit (TANASUPAWAT & VISESSANGUAN, 2013). Au niveau du filet, 

plusieurs changements interviennent, notamment l’acidification et la gélification. 

L’acidification a pour conséquence la formation de substances antimicrobiennes. Il en découle 

une réduction de la contamination et donc une extension de la durée de vie du produit. La 

gélification, quant à elle, induit des changements au niveau de l’élasticité des muscles (ZANG 

et al., 2020).  

Tout comme le fumage, la fermentation entraine des modifications au niveau des paramètres 

physico-chimiques et gustatifs. Cette méthode demande beaucoup de temps pour obtenir le 

produit final puisque pour certains poissons, il faut jusqu’à 18 mois de fermentation.  

3. Bilan du chapitre II 

Le poisson frais ne permet pas une conservation sur le long terme. Il a donc fallu trouver des 

méthodes pour conserver le poisson telles que la mise en conserve ou encore la salaison des 

produits qui permettent d’allonger la durée de vie du produit. Ces différentes méthodes 

permettent le ralentissement de la croissance bactérienne des produits aquatiques. 

Cependant ces méthodes entrainent des changements organoleptiques au niveau des tissus 

et demandent parfois du temps avant d’obtenir le produit fini. C’est pourquoi, la congélation 

peut être envisagée comme méthode de conservation pour les produits aquatiques. 

III. Le rôle important de la congélation 

La congélation est utilisée à plusieurs fins. L’une d’elle consiste en son pouvoir assainissant.  

En effet, la congélation est utilisée dans le secteur alimentaire où le poisson cru peut être 

utilisé dans l’élaboration de certains plats (sushis). Avant d’être utilisé, le poisson doit avoir 

subi une congélation permettant de tuer les parasites susceptibles de présenter un risque 
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pour la santé des consommateurs. Cette pratique est règlementée par la norme CE 

n°853/2004 (PARLEMENT EUROPEEN, 2004). Elle implique un temps minimal de congélation 

dépendant de la température de congélation pour garantir l’innocuité des parasites (-20°C 

pendant au moins 24 h ou -35°C pendant au moins 15 h). Une autre raison concerne son 

pouvoir de conservation. En effet, l’éloignement des sites de pêche combiné à un allongement 

du temps en mer rendent nécessaire l’allongement du temps de conservation. 

1. Les avantages de la congélation 

Il est possible d’utiliser différentes températures de congélation : -18°C qui correspond à la 

congélation traditionnelle, -30°C à -50°C qui correspond à ce que l’on appelle la surgélation et 

-80°C qui correspond à la congélation ultrabasse température. Ces différences ont un impact 

sur la qualité du filet. Ainsi, il a été démontré qu’à des températures de congélation élevées 

mais correspondant à la législation (-18°C), l’oxydation des lipides et l’hydrolyse des lipides 

était plus importante qu’à des températures de congélation basses (-30°C, -40°C)(SONE et al., 

2019). Le temps de conservation varie également avec la température. Par exemple, à -18°C 

la durée de vie du filet est estimée à 6 mois alors qu’à -30°C, celle-ci est de 12 mois. De même, 

les protéines présentent une dénaturation plus rapide à -18°C qu’à des températures plus 

basses de congélation. Des différences sont également observées en fonction du type de 

produit, c’est-à-dire si celui-ci est conservé sous forme de filet ou de poisson entier. Les filets 

présentent une détérioration plus importante que les poissons entiers en raison de 

l’exposition à l’oxygène des fibres mais aussi des dommages mécaniques exercés sur les filets 

(lors de la préparation, du stockage, du conditionnement) (SONE et al., 2019).  

La congélation est utilisée avant tout pour éviter l’altération du produit. La congélation a pour 

but de diminuer la température du produit pour permettre le ralentissement de la croissance 

bactérienne mais également pour permettre le ralentissement de nombreuses réactions 

chimiques (EVANS, 2009). Quand les températures sont inférieures à -10°C, un ralentissement 

des activités enzymatiques et de la croissance des microorganismes peut être observé. La 

congélation est également une méthode utilisée lors du transport de la marchandise. Cela 

permet de desservir des endroits éloignés des sites de production mais cela permet également 

d’avoir accès à des zones de pêche qui seraient plus éloignées. Cela permet aussi d’éviter le 

gaspillage alimentaire (LISITSYN et al., 2019). La congélation permet de conserver les qualités 

nutritives des produits alimentaires. 
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2. Les effets de la congélation sur le muscle 

La congélation a de nombreux effets sur le tissu musculaire ainsi qu’au niveau cellulaire. La 

congélation induit un environnement défavorable pour la croissance bactérienne. Ainsi, un 

ralentissement de la croissance pourra être observé. L’altération biochimique du muscle sera 

également réduite par la congélation (GANDOTRA, 2012). 

Dans les tissus, l’eau peut se trouver sous trois formes différentes : l’eau de liaison, l’eau 

immobilisée et l’eau libre. Dans un premier temps, il y a l’eau de liaison qui représente la part 

la plus faible. Celle-ci permet les liaisons fortes des protéines. Cette eau ne peut pas être 

congelée en dessous de -40°C. L’eau immobilisée représente, quant à elle, la part la plus 

importante dans les tissus. Elle est localisée au sein des myofibrilles. Elle se lie faiblement aux 

protéines. Enfin, l’eau libre est localisée entre les myofibrilles des cellules musculaires. La 

formation de cristaux est possible à partir de l’eau libre. La taille de ces cristaux dépend de la 

vitesse de congélation. Ainsi avec une congélation lente, les cristaux seront de grande taille et 

provoquent de nombreuses perturbations (rupture des fibres musculaires, élargissement des 

espaces intercellulaires, compression des myofibrilles …) (LI et al., 2018). Pendant le processus 

de décongélation, l’eau dite immobilisée devient de l’eau libre ce qui induit une dénaturation 

des myofibrilles ainsi que des protéines. Ces cristaux sont responsables de la dénaturation des 

protéines, de la rupture de membranes cellulaires ainsi que d’une fuite de fluides 

intracellulaires (LI et al., 2018 ; DUARTE et al., 2020). 

Une altération de l’intégrité des fibres musculaires est provoquée par la formation des cristaux 

de glace. Lors de la congélation rapide, des petits espaces se forment entre les fibres alors que 

lors de la congélation lente, les espaces formés sont de plus grande taille. La congélation 

rapide produit de petits cristaux, ce qui entrainerait des altérations moindres au niveau des 

fibres musculaires et permettrait également de maintenir la capacité de rétention d’eau. La 

structure secondaire semble aussi être impactée par le processus de congélation. Les hélices 

alpha et les feuillets bêta composent cette structure des protéines. À la suite de la congélation, 

des altérations des hélices alpha et des feuillets bêta sont observées, provoquant des 

instabilités au niveau de la conformation des protéines. La structure tertiaire des protéines 

est également affectée par la congélation. Les cristaux de grande taille induisent un 

changement au niveau de la polarité de l’environnement du tryptophane. Ainsi le tryptophane 
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est mis en contact avec un environnement polaire ce qui conduit à un dépliement des 

protéines (TAN et al., 2021). 

Tableau 3 : Effet de la congélation sur le poisson (MAZROUH, 2015) 

  Poisson frais 
Poisson congelé 21 

jours 

Composition 

biochimique 

% protéines 25,48 ± 1,42 13,46 ± 1,32 

% lipides 3,53±0,18 3,05 ± 0,23 

% humidité 71,60 ± 2,56 66,20 ± 1,36 

pH 6,50 ± 0,07 6,88 ± 0,37 

Composition 

minérale 

Magnésium 1,16 ± 0,03 1,03 ± 0,08 

Calcium 9,28 ± 0,50 7,80 ± 0,39 

Phosphore 3,28 ± 0,41 2,04 ± 0,21 

Une diminution de la quantité de lipides est observable après 21 jours de congélation (Tableau 

3 ci-dessus). Cette perte est attribuée à la disparition des triglycérides et à l’oxydation des 

acides gras. Lors de la congélation, une perte de la teneur en humidité est observée. Elle 

s’explique par un effet de sublimation de l’eau de surface. Un autre paramètre est affecté par 

la congélation : il s’agit du pH. Une hausse du pH est constatée. La composition en minéraux 

est également impactée par la congélation. Une baisse des principaux minéraux est ainsi 

observée (MAZROUH, 2015). 

Le muscle semble subir de nombreux dommages lors de la congélation. Plusieurs méthodes 

de congélation sont développées pour limiter au maximum ces altérations. 

3. Différents types de congélation 

a) Le super chilling 

Cette méthode est également appelée « deep chilling », « sub chilling », « super 

réfrigération ». C’est une méthode qui se situe entre la réfrigération et la congélation. Selon 

le règlement UE 2022/2058, cette méthode peut être utilisée pour le transport des produits 

aquatiques. La règlementation stipule qu’ « il existe désormais de nouvelles techniques de 

transport, comme la super réfrigération, consistant à abaisser la température du poisson entre 

le point de congélation commençante et une température de 1 à 2°C inférieure et permettant 
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le transport dans des caisses sans glace » (PARLEMENT EUROPEEN, 2022). Avec cette méthode, 

l’ensemble de l’eau n’est pas transformé en glace. Une faible proportion de l’eau estimée 

entre 5 et 30 % forme des cristaux (ELIASSON et al., 2019). Cette méthode permet dans certains 

cas d’allonger entre 1,5 fois et 4 fois la durée de vie des produits. Grâce à cette technique, une 

réduction du nombre de colonies bactériennes est observée pendant le temps de stockage. 

Celle-ci permet de diminuer la dégradation biochimique ainsi que la dénaturation des 

protéines. Les dégradations structurelles sont également moins nombreuses que pour la 

congélation. Des dommages sont cependant retrouvés sur la surface des filets, de même qu’il 

semble y avoir un détachement plus important des myofibrilles. De même, une libération 

précoce d’enzymes protéolytiques est également observable. Les cristaux de glace formés 

sont d’une taille assez importante pour endommager les muscles (KAALE et al., 2011).  

 

Figure 6 : énergie et composition en glace dans un filet de poisson (MAGNUSSEN et al., 2008) 

Lors du super chilling, un dégagement d’énergie se déroule sous forme de transfert de chaleur. 

La chaleur évacuée augmente à mesure que la température descend sous le point de 

congélation à cause de la formation des cristaux de glace. La teneur en glace est dépendante 

de la température du produit (MAGNUSSEN et al., 2008), Figure 6 ci-dessus. 

b) La congélation/La surgélation 

Ces méthodes permettent de refroidir un produit. Selon la règlementation CE n°853/2004 

« Les produits de la pêche congelés doivent être maintenus à une température ne dépassant 

pas -18°C en tous points » (PARLEMENT EUROPEEN, 2004). La congélation se fait également à 

basse température, mais ces températures n’étant pas aussi basses que la surgélation, le 
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refroidissement est plus lent. La surgélation s’effectue à basse température avec en 

conséquence un refroidissement très rapide à cœur. La surgélation se déroule à des 

températures inférieures à -30°C. D’après une étude de (CHOI et al., 2018), la congélation est 

définie comme rapide quand elle s’effectue en moins de 30 minutes à cœur. Ainsi, ils ont 

démontré que pour la viande d’agneau, à -50°C la congélation mettait 26 minutes ; à -60°C, 

elle mettait 16 minutes et à -80°C, elle mettait 10 minutes. Une température de -50°C ou 

moins permet une conservation plus longue des produits que la congélation à -18°C. Différents 

facteurs, influençant la qualité après décongélation de la chair, sont relativement stables à 

travers le temps quand le produit est congelé à -50°C. Le tissu musculaire semble également 

subir moins de dommages quand les températures de conservation sont inférieures à -50°C 

(CHOI et al., 2018). La taille des cristaux de glace est dépendante de la température. Plus la 

température de congélation est basse et plus les cristaux sont de petite taille. Une étude de 

(ULLAH et al., 2014) a mis en évidence une différence du nombre de pores membranaires au 

niveau des cellules. Le nombre de pores décroit avec l’augmentation de la température. Un 

faible nombre de pores est retrouvé pour les aliments congelés entre -17°C et -7°C. Plus les 

cristaux sont grands et plus le nombre de pores diminue. Ainsi plus les cristaux sont de grande 

taille, plus les dommages au niveau des membranes sont importants. 

c) La cryopréservation 

La cryopréservation est utilisée dans le but de préserver les tissus, les cellules et les organites 

mais également leurs propriétés physiologiques. Cela demande des méthodes particulières de 

conservation. Lors de la cryopréservation, les tissus sont conservés à très basse température. 

Cette ultra basse température permet la congélation quasiment instantanée des produits 

aquatiques. Des cryoprotectants peuvent être utilisés pour éviter les altérations par la 

congélation à la suite de la formation des cristaux de glace. Les cristaux formés sont de petite 

taille induisant ainsi la formation de pores de faible diamètre. L’utilisation de la 

cryopréservation (-95°C) sur les produits aquatiques a permis de conserver la microstructure 

du muscle. Elle a également permis de réduire la perte d’eau pendant la décongélation et la 

cuisson (YANG et al., 2022). Des mesures de l’activité de la chaine respiratoire ont été réalisées 

et il a été démontré que la consommation d’oxygène était plus basse pour les mitochondries 

ayant été cryopréservées. Une altération du complexe I a également été observée entrainant 

un défaut de fonctionnement de la chaine respiratoire. La cryopréservation entraine une perte 
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du cytochrome c puisque celle-ci induit de nombreux dommages au niveau des membranes 

mitochondriales. Ces dommages se traduisent par des ruptures au niveau des membranes 

(STEPHENNE et al., 2007 ; LARSEN et al., 2012 ; BETTINAZZI et al., 2019). 

De nos jours, il n’y a pas encore de techniques permettant de conserver les tissus sans 

entrainer d’altérations au niveau des membranes mitochondriales et de la chaine respiratoire. 

La vitrification est une méthode de cryopréservation très rapide utilisée dans le domaine 

médical pour notamment conserver les embryons. Dans ce cas, la température passe de 37°C 

à -196°C en moins d’une seconde (TAVUKCUOGLU et al., 2012). Des cryoprotecteurs pourront 

être utilisés pour limiter les dommages au niveau des membranes cellulaires. Cependant, cela 

a pour conséquence une perte du potentiel membranaire des mitochondries (LEI et al., 2014). 

d) Contrôle de la taille des cristaux de glace 

Il est possible de contrôler la taille des cristaux par des méthodes physiques ou chimiques. La 

méthode physique va se baser sur les différentes températures de congélation. Plus la 

température de congélation est basse, plus la vitesse de descente en température est élevée 

et plus les cristaux formés sont de petite taille. La méthode chimique consiste à ajouter soit 

une protéine antigel soit une protéine de nucléation. Les protéines antigel ont d’abord été 

trouvées chez des poissons présents dans les eaux arctiques. Ces protéines ont pour rôle de 

diminuer la température de congélation et de supprimer la formation de cristaux dans les 

noyaux. Elles agiraient en se liant aux cristaux de glace. Les produits sont plongés dans des 

solutions contenant les protéines avant leur congélation, mais dans certains essais la protéine 

a été injectée 24 heures avant l’abattage de l’animal. Ces essais ont montré une réduction de 

la taille des cristaux de glace formés dans les morceaux de chair. L’utilisation de protéines de 

nucléation permet d’augmenter la température de congélation et ainsi de diminuer le temps 

de congélation. Les cristaux formés sont de grande taille. Pour utiliser ces protéines, il faut 

être sûr de leur innocuité. (LI & SUN, 2002).  

e) Les procédés de congélation industrielle 

Au niveau industriel, plusieurs types de froid peuvent être utilisés tels que le froid mécanique, 

le froid cryogénique et le froid mixte. On peut distinguer la congélation sur plaques et la 

congélation par souffle d’air. Cces deux méthodes utilisent le froid mécanique. Pour le premier 

type de congélation, les poissons sont placés entre deux plaques. Le froid réfrigérant est 
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envoyé à travers les canaux des plaques. Ce type de méthode permet une congélation 

uniforme du produit. Cette congélation peut se faire horizontalement ou verticalement. La 

congélation horizontale est préférentiellement réalisée dans les industries alors que la 

congélation verticale est, quant à elle utilisée à bord des vaisseaux pour la congélation de 

grandes quantités de poissons. Ce type de congélation permet un transfert de chaleur élevé 

et ainsi une congélation rapide. (SVENDSEN et al., 2022). La congélation par souffle d’air permet 

de congeler une grande quantité de poissons en une seule fois. La température utilisée pour 

cette méthode est comprise entre -35°C et -52°C. Cette technique se décline de différentes 

façons. La première façon correspond à l’utilisation d’une chambre à faible température où 

l’air circule à faible vitesse. La seconde façon est basée sur l’utilisation de congélateurs à 

tunnel. Ce sont des pièces isolées contenant des ventilateurs permettant une circulation 

rapide de l’air. La Figure 7 page 48 représente un congélateur à tunnel de type « batch ». C’est 

un processus « on/off ». Les produits sont mis dans le congélateur. Le congélateur est mis en 

marche jusqu’à congélation complète du produit, puis le congélateur est éteint le temps de 

décharger les produits. Cette technique est utilisée pour des petites quantités de produits 

(DEMPSEY & BANSAL, 2010). 

 

Figure 7 : Schéma d'un congélateur à tunnel (DEMPSEY & BANSAL, 2010) 

La troisième façon est l’utilisation de congélateurs à lit fluidisé où des produits de petite taille 

sont placés sur une grille qui est traversée par l’air. L’air parvient du dessous de la grille. La 

Figure 8 ci-dessous présente un schéma d’un congélateur à lit fluidisé. 
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Figure 8 : Schéma d'un congélateur à lit fluidisé (DEMPSEY & BANSAL, 2010) 

La dernière méthode est la congélation individuelle rapide. Les méthodes les plus utilisées par 

les industries sont la congélation individuelle rapide et l’utilisation de congélateur à tunnel. 

Les différentes techniques de congélation par souffle d’air possèdent des caractéristiques 

propres à chacune d’elles. Ces méthodes permettent une descente en température rapide, la 

congélation d’un produit prend entre 1h et 5h. elle possède une vitesse de transfert de chaleur 

élevée. 

Il est possible d’utiliser un froid cryogénique. Ce type de froid utilise soit l’azote liquide soit le 

dioxyde carbone. La température de congélation de l’azote liquide est de -195,8°C et celle du 

dioxyde de carbone est de -78,5°C (SVENDSEN et al., 2022). Cette congélation peut se faire soit 

par aspersion (Figure 9 ci-dessous) soit par immersion. 

 

Figure 9 : schéma de la congélation par froid cryogénique 

Par aspersion, les produits aquatiques sont placés sur un tapis roulant et sont aspergés de gaz, 

ce qui va induire la congélation quasiment instantanée des produits. Les produits sont ensuite 

conservés à -18°C. Par immersion, les produits sont directement plongés dans l’azote liquide. 

C’est une méthode rapide de congélation. Selon une étude portant sur le poisson-chat 

(Ameiurus melas), l’utilisation de la cryocongélation permet un temps de congélation 

d’environ 20 minutes (ESPINOZA RODEZNO et al., 2013). Avec cette méthode, l’oxydation des 

lipides est moins rapide que lors de l’utilisation d’une méthode plus conventionnelle de 
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congélation telle que la congélation par l’air. Un haut coefficient de transfert de chaleur est 

également obtenu. Il est de l’ordre de 140 W.m²K-1. Par comparaison, pour la congélation par 

jet d’air, le coefficient est d’environ 15 W.m²K-1 (ESPINOZA RODEZNO et al., 2013). Cependant elle 

reste rare en industrie à cause du coût élevé de mise en place de la technique. Des altérations 

sont observées au niveau des tissus avec notamment des changements enzymatiques (hausse 

des taux d’α-glucosidase et de β-N-acétyl-glucosaminidase), une perte d’eau lors de la 

décongélation mais également des altérations morphologiques (fissures macroscopiques au 

niveau du muscle). La congélation cryogénique est responsable d’une désorganisation des 

myofibrilles après seulement 30 jours de stockage alors que pour les filets conservés à une 

température basse (–80°C), cette altération n’est observable qu’après 90 jours de stockage (T 

TRUONGHUYNH, & LI, 2019). 

Il est également possible d’utiliser le froid mixte. C’est une combinaison entre le froid 

mécanique et le froid cryogénique. Cette méthode nécessite la juxtaposition des deux types 

de tunnels. Le froid cryogénique peut être utilisé en premier pour permettre le croutage du 

produit c’est-à-dire permettre le durcissement de la surface du produit. Cette première étape 

permet d’obtenir une force de résistance du produit plus importante mais prévient également 

l’agglomération des produits entre eux. La congélation mécanique est ensuite utilisée pour 

obtenir une congélation à cœur du produit (AGNELLI & MASCHERONI, 2001). La combinaison des 

deux froids permet une réduction de la perte d’eau du produit mais aussi une réduction du 

temps de congélation. 

Ces différentes méthodes de congélation sont synthétisées dans le Tableau 4 page 51. 
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Tableau 4 : Récapitulatif des différentes caractéristiques de plusieurs méthodes de congélation (DEMPSEY & BANSAL, 2010) 

 

4. Méthodes de décongélation 

La méthode de décongélation est aussi importante que la méthode de congélation. Lors de la 

décongélation, les cristaux précédemment formés lors de la congélation vont de nouveau se 

trouver sous la forme d’eau libre. Ceci provoque une rupture ainsi qu’un rétrécissement des 

cellules. Il existe plusieurs modes de décongélation qui auront des effets différents sur les 

tissus. Les processus de décongélation conduisnte à des changements chimiques et physiques 

qui affectent la qualité des produits congelés. La décongélation est un phénomène plus lent 

que la congélation. Pour les produits de la pêche, la décongélation doit être rapide pour éviter 

la perte d’eau du produit, ce qui aurait pour conséquence une perte de nutriments. De plus, 

la température de décongélation doit être basse pour éviter l’accélération de la croissance 

bactérienne et l’activation des réactions enzymatiques. C’est dans cette optique que plusieurs 

méthodes de décongélation ont été mises au point. Ci-dessous sont présentées ces méthodes 

de décongélation. 
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a) Décongélation à ultra haute pression 

Cette méthode est utilisable à des températures positives basses (+5°C). Elle permet de faire 

décroitre le point de fusion ainsi que la capacité thermique massique de la glace mais 

également d’accroitre la conductivité thermique. La différence de température entre le milieu 

de décongélation et le produit congelé produite par la haute pression permet d’augmenter la 

vitesse de décongélation (ROUILLE et al., 2002). La diminution du point de fusion a pour 

conséquence de réduire la croissance bactérienne et ralentir les réactions enzymatiques. 

Cette méthode permet également d’augmenter la capacité de rétention de l’eau du produit. 

L’utilisation de la haute pression impacte négativement le tissu. Elle conduit à une 

dénaturation des protéines et à une détérioration de la texture du produit (LEBAIL et al., 2002). 

Pour les produits de la mer, les effets sont très variables entre les espèces. Par exemple, chez 

l’aiguillat (Squalus acanthias), la perte d’eau est réduite de 20 % alors que chez les pétoncles 

(Pecten irradians), la perte d’eau est augmentée de 25 % (CAI et al., 2019). 

b) Décongélation par ultrasons 

Les ultrasons sont transmis par vagues vers la chair congelée. Une partie de l’énergie est 

dissipée sous forme de chaleur qui aide à la décongélation. A la surface du produit, la 

température augmente rapidement contrairement à l’intérieur de la chair. Les ultrasons 

peuvent induire une augmentation de la température de l’eau, ce qui peut produire des jets 

à haute vitesse. Ces jets génèrent un effondrement asymétrique des bulles ce qui améliore le 

transfert de chaleur. Cette méthode réduit les temps de décongélation et les altérations de la 

nourriture. Cependant, elle possède un faible taux de pénétration et nécessite beaucoup de 

puissance (CAI et al., 2019). 

c) Décongélation par champ électrostatique à haute tension 

Dans le cas de cette technique, les électrons entrent en collision entre eux, ce qui crée des 

ions chargés. La vitesse de déplacement des ions permet la formation d’un nuage ionique et 

cela permet d’accélérer le transfert de chaleur. La vitesse de décongélation est augmentée à 

cause des turbulences provoquées par le nuage ionique. Cette méthode reste assez coûteuse 

à mettre en place et nécessite un grand espace pour stocker l’équipement. Elle permet la 

réduction du nombre de colonies bactériennes. Cependant, elle accélère l’oxydation de la 

nourriture et la dégradation de la saveur de la nourriture (CAI et al., 2019). 

https://fr.wikipedia.org/wiki/Squalus_acanthias
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d) Décongélation par l’air 

Cette méthode est considérée comme la moins chère. Le transfert de chaleur se fait par 

convection. Deux types de convection sont définies : naturelle et forcée. La convection 

naturelle correspond à un simple échange de chaleur entre le milieu et le produit sans la 

présence d’autres interactions. La convection forcée correspond à un échange de chaleur avec 

l’intervention d’interactions extérieures (l’air circule sur le produit). Trois méthodes utilisent 

l’air pour la décongélation des produits : décongélation par l’air immobile, décongélation par 

l’air circulant et décongélation par impact. La décongélation par l’air immobile possède un 

taux d’échange très bas, rendant la décongélation très lente (jusqu’à 20 heures pour un bloc 

de 10 cm d’épaisseur de poisson congelé). Cette méthode a pour inconvénient un taux 

d’oxydation des lipides élevé dû à l’exposition prolongé du produit à l’air. La décongélation 

par l’air circulant est couramment utilisée en industrie. L’air est dirigé vers la surface du 

produit. Le fait d’imposer un mouvement à l’air induit une augmentation du taux d’échange 

de chaleur entre l’air et le poisson. Cela prend, pour cette méthode, environ 4 heures pour 

décongeler un bloc de 10 cm d’épaisseur. Le taux d’oxydation est moins élevé pour cette 

méthode puisque le temps de contact entre l’air et le produit est plus court (BACKI, 2018). La 

dernière méthode consiste en la décongélation par impact. Elle fait toujours l’objet de 

recherches. D’après (BOZZATO et al., 2021), cette méthode permettrait de réduire de 85 % le 

temps de décongélation par rapport aux méthodes conventionnelles. Elle ne semble pas 

altérer profondément les tissus. 

e) Décongélation par l’eau 

La décongélation par l’eau est fréquemment utilisée dans l’industrie. Elle consiste en 

l’immersion des produits congelés dans des containers remplis d’eau. Une des contraintes de 

cette méthode est le changement régulier de l’eau de décongélation puisqu’au fur et à mesure 

du temps, l’eau se refroidit en effet au contact avec le produit, ce qui induirt une réduction de 

la capacité de décongélation. Avec la décongélation par l’eau, l’oxydation des lipides est 

réduite ainsi que le séchage de la surface du produit. La décongélation est assez longue. Il faut 

entre 3 à 5 heures pour décongeler un produit d’environ 10 cm d’épaisseur avec une 

température de l’eau à 15,5°C (BACKI, 2018). 
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f) Décongélation sous vide 

Cette méthode se base sur la relation entre la température d’ébullition et la pression. Une 

diminution de la pression entraine une diminution de la température d’ébullition. Par cette 

méthode, l’eau s’évapore et forme de la condensation, ce qui donne de la chaleur. Travailler 

sous vide permet à la vapeur d’eau de se positionner dans les cavités contenant de l’air entre 

les poissons. Le temps de décongélation est semblable à la décongélation par l’air et la 

décongélation par l’eau. Avec cette méthode, la croissance bactérienne semble inhibée (BACKI, 

2018). 

5. Effet de la décongélation sur les tissus 

Chacune des méthodes présentées ci-dessus provoquent des altérations au niveau du tissu en 

particulier du point de vue microbien et physico-chimique. D’un point de vue physico-

chimique, un changement s’opère au niveau des enthalpies. Celui-ci semble s’expliquer par la 

rupture des liaisons hydrogène induites par les processus de décongélation. Avec l’utilisation 

de la décongélation par microondes, la décongélation par ultrasons et la décongélation par le 

vide, une décroissance de l’enthalpie a été observée ce qui a conduit à la décroissance de la 

thermo-stabilité des têtes de myosine et donc à une altération de la fibre musculaire. La 

méthode par microondes induit une cassure des liaisons hydrogène, ce qui a pour 

conséquence une déstabilisation de la structure et donc la perte de la structure secondaire 

des protéines. En revanche, la structure tertiaire des protéines myofibrillaires semble bien 

conservée quelle que soit la technique de décongélation utilisée (CAI et al., 2018 ; CAI et al., 

2020).  

6. Usage frauduleux de la congélation 

D’après la FAO, les fraudes sont commises quand le poisson est illégalement placé sur le 

marché avec l’intention de duper le consommateur, habituellement pour le gain financier. 

Différents types de fraudes peuvent être rencontrés tels que le mauvais étiquetage, la 

substitution des espèces, l’utilisation d’agents liant l’eau pour augmenter la masse du produit. 

La mise en place du Codex Alimentarius a permis de développer des directives et principes 

internationaux. Ces principes permettent l’identification des pratiques frauduleuses et le 

développement de la standardisation du système de gestion de la sécurité sanitaire (REILLY, 

2018). 
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Pour éviter tout usage frauduleux de la congélation, des règlementations ont été mises en 

place. Concernant la norme CE n°853/2004 (PARLEMENT EUROPEEN, 2004), il y est indiqué que la 

température de conservation des produits congelés ne doit pas être supérieure à -18°C. La 

règlementation UE n°1169/2011 (PARLEMENT EUROPEEN, 2011) prévoit, quant à elle, de prévenir 

le consommateur d’un éventuel stade de congélation/décongélation d’un produit aquatique. 

7. Bilan du chapitre III 

Différentes méthodes ont été développées pour permettre la conservation des produits 

aquatiques. La congélation permet une conservation beaucoup plus longue des produits 

aquatiques. Cependant, son utilisation entraine des modifications pouvant mener à une perte 

qualitative au niveau du produit. Une perte financière est également envisageable puisqu’un 

produit congelé aura une valeur inférieure à celle d’un produit frais. Ce dernier point constitue 

la porte ouverte à certaines fraudes, notamment la vente de produits aquatiques décongelés 

comme étant frais. La mise en place de techniques de différenciation entre produits frais et 

produits décongelés semble, de ce fait, judicieuse. Pour déterminer quel caractère est 

susceptible de permettre la différenciation entre les produits frais et les produits décongelés, 

il faut trouver un caractère commun aux différents types de poisson. Le chapitre suivant 

présente trois exemples de ces poissons, leur mode de vie et leur condition d’élevage. 

IV. Trois espèces de poisson utilisées comme modèles d’étude 

1. D’origine benthique ou pélagique 

En mer, les poissons peuvent vivre à différents niveaux dans la colonne d’eau. Trois catégories 

de poissons sont distinguées : les poissons benthiques, les poissons démersaux et les poissons 

pélagiques. Un poisson benthique est un poisson vivant dans les profondeurs de la colonne 

d’eau. Parmi ces espèces, nous retrouvons les soles (Solea solea), les raies (Raja spp.) ou les 

turbots (Scophthalmus maximus). Un poisson pélagique est un poisson vivant dans les eaux 

proches de la surface dont font partie les harengs (Clupea harengus), les sardines, les anchois 

(Engraulis encrasicolus) ou les thons (Thunnus spp.). Un poisson démersal est un poisson 

vivant au-dessus du fond : y sont retrouvés les merlans (Merlangius merlangus) et les colins 

(Pollachius pollachius). La daurade fait partie des poissons démersaux, le bar commun fait 

partie des poissons pélagiques. 



 
 

52 

Etude bibliographique 

 
 
 
 

Le Tableau 5 ci-dessous montre les principales espèces de poisson pêchées consommées par 

les Français. Les trois niveaux de la colonne d’eau sont représentés sur le marché. Le thon, le 

cabillaud et lieu d’Alaska représentent les plus consommés. Le saumon qui n’apparait pas dans 

ce tableau, puisqu’il est principalement vendu comme poisson d’aquaculture, représente une 

consommation de 2,7 kg par an et par habitant (FRANCE AGRIMER, 2020). 

Tableau 5 : Consommation française des principales espèces pêchées de poisson par habitant (FRANCE AGRIMER, 2020) 

Colonne d’eau Espèces de poisson 

Consommation 

annuelle par 

habitant (kg) 

Poisson pélagique Thon 3,9 

 Sardine 1 

 Hareng 0,7 

 Maquereau 0,9 

 Lieu noir 0,7 

Poisson démersal Cabillaud 2,8 

 Colin d’Alaska (Terragra chalcogramma) 2,3 

 Merlu (Merluccius merluccius) 1,2 

Poisson benthique Baudroie (Lophius piscatorius) 0,4 

 

Au cours de cette thèse, différentes espèces de poisson ont été étudiées. Celles-ci ne se 

trouvent pas au même niveau de la colonne d’eau (Figure 10 page 57). Il est ainsi intéressant 

de voir ce qui différencie ces différentes espèces. Elles possèdent des caractéristiques 

physiques différentes. Les poissons pélagiques possèdent une couleur caractéristique leur 

permettant de se protéger des prédateurs marins (dos bleu/vert). Ils vivent en banc. Leur 

corps est de forme allongée ou oblongue, ce qui leur permet de se déplacer plus rapidement. 

Certaines espèces de poissons démersaux possèdent des barbillons qui permettent de fouiller 

la vase. Leur couleur va du gris au rouge. Les poissons benthiques, quant à eux, sont 

généralement de forme aplatie. Ils peuvent s’enfoncer dans le fond pour fuir les prédateurs 

(NAUSICAA, 2022). 
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Des différences physiologiques sont observables entre les poissons pélagiques et démersaux. 

Les poissons pélagiques possèdent une quantité plus importante de protéines 

sarcoplasmiques que les poissons démersaux. 

 

Figure 10 : Schéma montrant les différentes strates de la colonne d'eau (source : Ifremer) 

Le taux d’oxyde de triméthylamine différe également entre les deux espèces, les poissons 

démersaux en possédant une plus grande quantité. Le taux d’oxyde de triméthylamine est 

responsable de l’odeur de poisson (VENUGOPAL & SHAHIDI, 1996). 

Tableau 6 : Tableau comparatif de la pression en oxygène (adapté SOLDATOV, 2018a) 

Espèces animales Pression de l’oxygène (hPa) 

 PaO2 PvO2 PcO2 PmO2 

Mammifères 117,32 51,62 74,35 30,77 

Poissons pélagiques 105,12 41 63.38 10,68 

Poissons benthiques 68,57 20,02 36,45 5,71 
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Les valeurs des différentes pressions mesurées sont plus faibles pour les poissons benthiques 

que pour les poissons pélagiques (Tableau 6 ci-dessus). La pression artérielle de l’oxygène 

(PaO2), la pression veineuse de l’oxygène (PvO2) et la pression moyenne dans les capillaires 

sanguins de l’oxygène (PcO2) montrent des valeurs proches chez le poisson pélagique et chez 

les mammifères alors que chez les poissons benthiques, ces pressions sont deux fois plus 

faibles. Le muscle squelettique chez le poisson pélagique présente une tension trois fois plus 

faible que chez le mammifère. Chez le poisson benthique, cette tension est 6 fois plus faible. 

Cette faible pression peut s’expliquer par une capacité de diffusion lente à travers la barrière 

hématoparenchymale (SOLDATOV, 2018). 

Une différence au niveau de la composition en protéines et en eau peut être observée. Les 

muscles chez les poissons benthiques contiennent 40 % de protéines en moins. Il semble y 

avoir beaucoup de variations dans la composition protéiques des différentes espèces. Se baser 

sur les protéines pour différencier ne semble pas permettre de mettre en place une méthode 

ubiquitaire de différenciation. Il est alors possible de regarder à un autre niveau de l’activité 

cellulaire. D’autres différences peuvent être observées au niveau des activités enzymatiques. 

Trois exemples d’activités ont été particulièrement étudiées :  la lactate déshydrogénase 

(LDH), la citrate synthase (CS) et la pyruvate kinase (PK), la LDH et la PK présentent des activités 

plus élevées chez les poissons pélagiques alors que la CS ne varie que très peu entre les 

différentes espèces. Ainsi, la CS ne permet de faire la distinction entre les poissons benthiques 

et les poissons pélagiques. La CS semble avoir une activité enzymatique semblable entre les 

espèces (SULLIVAN & SOMERO, 1980 ; SOMERO & CHILDRESS, 1990). 

2. Description biologique 

La daurade royale (Sparus aurata) (Figure 11 page 59) appartient à la famille des Sparidae. La 

daurade royale est reconnaissable grâce à la bande dorée au niveau de son front. Cette ligne 

la différencie de la daurade grise. La daurade possède un corps ovale, de couleur gris argenté. 

Une grosse tache noire est également repérable au niveau de la ligne latérale. La nageoire 

dorsale présente des épines au nombre de 11 ainsi que des rayons mous au nombre de 13. La 

nageoire anale présente quant à elle 3 épines ainsi que 11 rayons mous. Son habitat naturel 

se situe en Méditerranée, sur les côtes de l’est de l’Atlantique (de la Grande Bretagne au 

Sénégal). C’est une espèce dite euryhaline (supportant de grandes différences de salinité) et 

eurytherme (supportant de grandes différences de température). Elle est cependant sensible 
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aux températures froides (inférieures à 4°C) (FOOD AND DRUG ADMINISTRATION, 2009a). La 

daurade royale est l’espèce de daurade ayant la valeur marchande la plus élevée. Une 

comparaison entre la daurade royale et la daurade grise met en évidence des régimes 

alimentaires différents. La daurade royale est considérée comme opportuniste. Elle va se 

nourrir de ce qu’elle trouve mais préfère tout de même les gastropodes et les bivalves alors 

que la daurade grise a un régime alimentaire bien défini se nourrissant principalement de 

crustacés (PITA et al., 2002). 

 

 

Figure 11 : Daurade royale (FOOD AND DRUG ADMINISTRATION, 2009a) 

 

Le bar commun (Dicentrarchus labrax) (Figure 12 page 59) appartient à la famille des 

Moronidae. Il possède un corps allongé. Ses écailles sont de petite taille, de couleur grisâtre 

avec parfois une coloration jaune au niveau du ventre. Deux nageoires dorsales sont présentes 

et la première possédant entre 8 et 10 épines et la seconde possédant une unique épine et 12 

à 13 rayons mous. La nageoire anale possède elle 3 épines et entre 10 et 12 rayons mous. Il 

s’agit également d’une espèce eurytherme supportant des températures de 5°C à 28°C et 

euryhaline  (FOOD AND DRUG ADMINISTRATION, 2009b). 

 

               

                                           

Figure 12 : Bar européen (FOOD AND DRUG ADMINISTRATION, 2009b) 
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La truite saumonée (Onchorynchus mykiss) (Figure 13 ci-dessous) appartient à la famille des 

Salmonidae. Le corps de la truite est de forme allongée. Elle possède entre 60 et 66 vertèbres. 

Cette espèce possède une seule nageoire dorsale ayant entre 3 et 4 épines et 10 et 12 rayons 

mous. Ce poisson possède entre 3 et 4 épines anales ainsi que 8 à 12 rayons anaux. La nageoire 

caudale possède quant à elle 19 rayons. La truite est identifiable par sa couleur bleue à vert 

olive ainsi qu’à la bande rose le long de la ligne latérale. Elle supporte des températures 

comprises entre 0 et 27°C, cependant la ponte et la croissance se font dans une plage plus 

réduite de température (entre 9 et 14°C).  

 

Figure 13 : Truite arc-en-ciel (FOOD AND DRUG ADMINISTRATION, 2009c) 

 

La coloration orangée de la chair de ce poisson est due à son alimentation. En milieu naturel, 

elle se nourrit principalement de petites crevettes contenant des pigments de caroténoïdes 

alors qu’en aquaculture, l’alimentation est supplémentée avec des pigments synthétiques tels 

que l’astaxanthine et la canthaxanthine (FOOD AND DRUG ADMINISTRATION, 2009c). 

3. Cycle de vie 

La daurade royale est une espèce qualifiée d’hermaphrodite protandre, ce qui signifie qu’elle 

va d’abord se développer en tant que mâle pour ensuite devenir femelle durant sa troisième 

année d’existence, contrairement à la daurade grise qui est hermaphrodite protogyne c’est-

à-dire qu’elle est d’abord femelle jusqu’à ses 4 ans puis devient mâle. Dans le milieu naturel, 

la reproduction a lieu entre octobre et décembre dans la mer Méditerranée. Les œufs ont une 

forme sphérique avec un diamètre inférieur à 1mm. Le stade larvaire planctonique dure 

environ 50 jours à une température de 18°C (SVÅSAND et al., 2007). 

Le bar quant à lui est gonochorique, c’est-à-dire porteur d’un seul sexe biologique. Les œufs 

de cette espèce sont pélagiques et de petite taille entre 1 mm et 1,4 mm. 



 
 

57 
 

Etude bibliographique 

 
 
 
 

En condition d’élevage, il est possible d’étendre la durée de reproduction mais également de 

modifier la période en contrôlant la température et la luminosité des bassins. 

L’un des premiers stades de la vie larvaire est la consommation du sac vitellin constituant une 

alimentation endogène pour la larve. Ce stade a une durée d’environ 4 jours. Ensuite, le 

développement de la bouche et la pigmentation des yeux va s’effectuer, ce qui va permettre 

un changement au niveau de l’alimentation de la larve. Des rotifères lui sont alors donnés. Au 

bout de 10 jours la nourriture est supplémentée avec des nauplius. Elles conservent cette 

alimentation jusqu’à la fin de leur métamorphose, c’est-à-dire 35 jours après leur éclosion. 

Après 45 jours, les juvéniles sont transférés dans des bassins où le sevrage va avoir lieu. 

Différents systèmes de production existent : les systèmes intensifs, les systèmes semi-

intensifs et les systèmes extensifs. 

Le système extensif (Figure 14 page 62) repose sur la capacité de migration des poissons. Ils 

seront alors capturés par des filets. Cependant il n’est pas possible avec cette méthode de 

prévoir la quantité de juvéniles qui sera capturée, des juvéniles provenant d’élevages vont 

alors rejoindre le stock obtenu par la pêche. Grâce à cette méthode, les daurades atteignent 

le calibre 300/450 en 20 mois. Avec cette technique, la densité de poisson est 2,5 g.m-3. Le 

schéma ci-dessous représente la production dans un système extensif correspondant à de 

l’élevage. 

Dans le cas du bar européen, les poissons sont capturés lors de leur migration vers la pleine 

mer à l’aide de la mise en place de barrière faite en roseaux. Dans ce système de culture, le 

bar n’est pas la seule espèce cultivée, il est en présence d’autres espèces. Le bar atteint sa 

taille commerciale au bout de 37 mois (400/500 g). 
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Figure 14 : Cycle de production en système extensif (FOOD AND DRUG ADMINISTRATION, 2009a) 

Dans les systèmes semi intensifs, un contrôle de l’environnement est effectué. Des juvéniles 

vont être apportés dans les lagunes pour minimiser la mortalité et permettre de réduire le 

temps d’élevage. Cette méthode est réalisée dans des filets placés dans les lagunes. La densité 

de poisson dans ce système est de 1 kg.m-3.  

Dans les systèmes intensifs (Figure 15 page 62), toutes les étapes sont contrôlées. Les densités 

d’élevage sont très élevées (15-45 kg.m-3) quand l’élevage a lieu dans des bacs, il faut donc 

injecter de l’oxygène à concentration saturante pour permettre la survie des poissons. Les 

poissons peuvent sous ces conditions atteindre la taille commerciale en 1 an. Il est également 

possible de faire ce type d’élevage dans des cages disposées en mer, avec une densité de 

populations plus faibles que celle en bac (10-15 kg.m-3). Cette méthode ne permet pas de 

contrôler la température de l’eau, ce qui va avoir pour conséquence une croissance plus 

longue mettant jusqu’à 16 mois pour atteindre la taille commerciale. Pour le bar européen, 

les mêmes étapes sont réalisées. Pour atteindre sa taille commerciale, il lui faut 18 mois. 

  

Figure 15 : Cycle de production en système intensif (FOOD AND DRUG ADMINISTRATION, 2009a) 
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Contrairement au bar et la daurade, la truite ne se reproduit pas naturellement dans les 

systèmes d’élevage. Il faut une étape de ponte artificielle (Figure 16 page 63). Les œufs 

présentent une taille comprise en 3 et 7 mm. En règle générale, il y a une seule ponte par an 

(au printemps) cependant les avancées technologiques ont permis de sélectionner des 

espèces pouvant pondre toute l’année. Une des premières étapes est la sélection des 

géniteurs, les femelles sont âgées d’environ 3 ans. Il faut 1 mâle pour 3 femelles. Ensuite il y a 

l’étape de fécondation. Celle-ci s’effectue à sec c’est-à-dire sans eau. Les ovocytes sont 

récupérés en pressant les côtés au niveau des nageoires pelviennes. Une femelle peut pondre 

jusqu’à 2000 ovocytes par kg du poids du poisson. Ils sont conservés dans un récipient sec et 

gardés à sec jusqu’à la fécondation. De la même manière, la laitance des mâles est collectée. 

Les laitances de différents mâles sont mélangées. Puis les laitances sont mélangées avec les 

ovocytes. A ce stade de l’eau est introduite permettant l’augmentation de la taille des 

ovocytes en remplissant l’espace périvitellin et l’activation du sperme. Les œufs sont ensuite 

incubés jusqu’au stade œillé. L’éclosion des œufs a lieu après 4 à 14 semaines. On arrive alors 

au stade larvaire. La larve possède un sac vitellin pouvant durer entre 2 et 4 semaines. Une 

fois les larves ayant atteint environ 10 cm, elles sont placées dans un bac de grossissement. 

La taille commerciale des truites est atteinte au bout de 9 mois. 

 

Figure 16 : cycle de production de la truite arc-en-ciel (FOOD AND DRUG ADMINISTRATION, 2009c)  
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4. Comparaison entre l’élevage et l’aquaculture 

Les conditions de vie pour les poissons d’aquaculture et les poissons sauvages sont 

différentes, ils n’auront pas la même activité. Les poissons d’aquaculture auront une activité 

plus faible que les poissons sauvages qui eux vont devoir nager plus longtemps pour trouver 

de la nourriture. L’activité physique plus intense aura pour conséquence un tissu rouge plus 

développé et des mitochondries présentes en plus grand nombre. L’accès à la nourriture n’est 

pas le même, les périodes de reproduction diffèrent également. Outre des différences 

morphologiques, il peut également être constaté des différences physiologiques. 

L’aquaculture a permis d’uniformiser les conditions de vie des daurades. En milieu naturel les 

daurades sont soumises à différents facteurs environnementaux qui peuvent influencer la 

composition du poisson. Une des mesures effectuées est l’index gonadosomatique. Il a été 

constaté que les poissons d’aquaculture avaient un index gonadosomatique qui augmentait 

entre novembre et janvier, ce qui correspond à la période de reproduction naturel chez la 

daurade. Cependant la valeur trouvée chez le poisson d’élevage est faible (0,82) ce qui indique 

que les poissons n’ont pas atteint une maturité complète. En revanche, chez le poisson 

sauvage l’index gonadosomatique atteint 5,71 indiquant ainsi que les poissons ont atteint leur 

maturité sexuelle. La composition en gras a également été mesurée. Plusieurs conclusions en 

ont été tirées. Les poissons d’élevage présentent une réduction de la graisse entre janvier et 

mai. Cependant, les taux de masse graisseuse sont plus élevés chez les daurades d’aquaculture 

(9,8 ± 1,4 %), les poissons sauvages contenant 1,2 ± 1 % de masse graisseuse. Les poissons 

sauvages ne semblent pas stocker de gras au niveau de la cavité péritonéale. La masse 

graisseuse va jouer sur la perception du consommateur quant à la qualité du poisson. 

(ALASALVAR et al., 2002). Un autre paramètre diffère entre le sauvage et l’aquaculture, c’est la 

composition en acides gras. En aquaculture, les poissons contiennent des valeurs plus élevées 

de mono insaturés et d’acides gras n-9, alors que les sauvages présentent plus d’acides gras 

insaturés (34,49 % pour les sauvages contre 28,15 % pour les poissons d’aquaculture). L’acide 

gras monoinsaturé 22 :1n-11 est présent dans les poissons d’aquaculture mais absent chez les 

poissons sauvages, sa présence étant le résultat de l’alimentation des poissons d’aquaculture. 

Chez les poissons sauvages, de l’acide arachidonique est retrouvé en plus grande quantité 

(GRIGORAKIS et al., 2002). Outre ces caractéristiques physiologiques, des différences physiques 

existent entre l’élevage et l’aquaculture. Celles-ci sont répertoriées dans le Tableau 7 ci-
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dessous. Un des premiers points, permettant de distinguer les deux, est la taille du poisson. 

Les poissons d’aquaculture sont plus grands que les poissons sauvages. De même, la couleur 

est différente. Les poissons sauvages présentent des couleurs plus pâles et irisées. Les 

poissons sauvages présentent également une bande dorée entre les deux yeux.  

Tableau 7 : Tableau comparatif entre la daurade royale et la daurade d’élevage (GRIGORAKIS et al., 2002) 

 

La composition en lipides est également différente entre les poissons sauvages et les poissons 

d’élevage. La teneur en lipides va impacter le goût ainsi que l’aspect de la chair une fois cuite. 

Les lipides sont un des composants précurseurs des composés aromatiques. Les poissons 

sauvages (0,92 %) contiennent moins de lipides que les poissons d’aquaculture (4,29 %). Les 

daurades sauvages possèdent des différences organoleptiques avec les poissons d’élevage 

induisant une meilleure qualité gustative chez le poisson sauvage (GRIGORAKIS, 2007 ; ŠIMAT et 

al., 2012). 

5. Bilan du chapitre IV 

Les poissons appartenant aux différents étages de la colonne d’eau possèdent des 

caractéristiques différentes. Plusieurs paramètres permettent de différencier les poissons 

benthiques, des poissons pélagiques. Une distinction peut également se faire entre les 

poissons d’élevage et les poissons sauvages notamment en se basant sur la composition en 

acides gras (SAITO et al., 2007). Des différences au niveau de la composition en lipides sont 

également observables.  La diversité des produits aquatiques consommés nécessite alors une 

méthode ubiquitaire de différenciation entre les poissons frais et les poissons décongelés. Il 

faut donc trouver un paramètre ayant peu ou pas de variabilités entre les différentes espèces. 
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V. Méthodes de détermination de la fraîcheur et de 

différenciation frais/décongelé déjà existantes 

1. Analyses sensorielles 

La fraîcheur du poisson a d’abord été réalisée par le biais des analyses sensorielles. Ces tests 

se basent sur le goût, l’odeur et l’aspect. Ce sont des méthodes qualitatives. L’une d’elles est 

la méthode de l’indice qualité (QIM). Les grilles de cotation sont adaptées à chaque espèce. 

Des évaluateurs sont dans un premier temps sélectionné. Ces évaluateurs attribuent alors des 

notes pour les différents caractères. Certaines caractéristiques sont notées 0 ou 1, c’est-à-dire 

que l’on est en absence ou en présence d’une altération. Il n’y a pas de niveau intermédiaire. 

Pour d’autres caractéristiques telles que l’odeur, les notes vont de 0 à 3. Ces notes permettent 

de suivre les différentes étapes d’altération du produit. Plus l’index qualité est élevé, plus le 

produit est altéré (FAO, 2023). La grille d’évaluation, (Figure 17 page 67) présente les 

caractères pris en compte pour déterminer le niveau de fraîcheur du saumon. Quatre 

caractères principaux sont pris en compte : la peau, les yeux, les branchies et l’abdomen. 

Chacun des caractères est ensuite décliné. Ainsi pour la peau, sa couleur, son mucus, son 

odeur et sa texture seront jugés. Pour les yeux, la couleur des pupilles ainsi que leurs formes 

seront évaluées. Pour les branchies, on regardera la couleur, le mucus et on évaluera 

également l’odeur émanant des branchies. Enfin, la couleur présente au niveau de l’abdomen 

ainsi que l’odeur provenant de celui-ci seront jugées. 
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Figure 17 : Système d'évaluation de la qualité pour le saumon (IFREMER, 2009a) 

La méthode sensorielle peut également être utilisée pour différencier les poissons entiers frais 

des poissons entiers décongelés, juste par l’observation de certains critères. Ainsi un poisson 

décongelé présente un œil opaque contrairement à un poisson frais, de même une 

décoloration des branchies peut être observée sur le poisson décongelé. Il est également 

possible de regarder la capacité de rétention de l’eau du poisson, le poisson décongelé ayant 

une capacité amoindrie. 

2. Analyses physico-chimiques, microbiologiques  

Différentes analyses permettent la mesure de la fraîcheur mais aussi la distinction entre les 

produits frais et les produits décongelés. Plusieurs paramètres peuvent être envisagés pour 

ces analyses.  

Mesure de la fraîcheur par mesure des amines  

 Mesure des ABVT 
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Figure 18 : Schéma de la méthode permettant le dosage des ABVT (IFREMER, 2008a) 

Sous l’appellation ABVT sont retrouvés les triméthylamines ((CH3)3N), les diméthylamines 

((CH3)2NH) et l’ammoniac (NH3). Ce sont les produits de la dégradation microbiologique des 

protéines. Les DMA et les TMA sont les produits de dégradation de l’oxyde de triméthylamine 

(OTMA). Pour détecter ces composés (Figure 18 ci-dessus), une extraction est réalisée à l’aide 

d’une solution d’acide perchlorique. Cette étape est suivie d’une distillation de l’extrait qui est 

ensuite collecté dans de l’acide borique. L’extrait est ensuite titré à l’aide l’acide chlorhydrique 

(PACQUIT et al., 2005). Des seuils ont été déterminés permettant d’évaluer l’altération de la 

fraîcheur. Cependant la mesure seule de l’ABVT n’est pas fiable. Il faut aussi mesurer le taux 

de triméthylamines (Tableau 8 ci-dessous). Les triméthylamines sont dosées par des dosages 

enzymatiques et colorimétriques. 

Tableau 8 : Valeur seuil déterminant l'état de fraîcheur des poissons (IFREMER, 2008a) 

 

L’évolution du taux d’ABVT est lié à la croissance microbienne. Ainsi, trois niveaux d’état de 

fraîcheur sont identifiés. Un état satisfaisant où la concentration en ABVT est faible (inférieur 

à 20 mg N.100 g-1), un état acceptable où le produit peut encore être consommé 

(concentration comprise entre 20 et 25 mg N.100 g-1) et un état non satisfaisant où l’état de 

croissance microbien est important et le taux d’ABVT est élevé (supérieur à 25 mg N.100 g-1) 

(IFREMER, 2008a). Les résultats obtenus par la mesure de l’ABVT sont cependant à relativiser 
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puisque plusieurs limites se posent. L’ABVT ne peut pas être utilisé comme critère d’altération 

pour toutes les espèces. En effet, une significativité faible de l’ABVT est retrouvée chez les 

thonidés mais aussi chez le bar commun, de même que pour les poissons gras. Dans ces cas, 

les résultats sont difficilement interprétables. Certains modes de conservation ne permettent 

pas non plus l’utilisation de l’ABVT, notamment pour les poissons ayant été mis en conserve 

ou cuisinés. Ces procédés vont modifier les taux d’ABVT. Les teneurs en ABVT sont également 

dépendantes des modes de conservation mais aussi de l’espèce, du lieu de pêche. La mesure 

des ABVT ne permet pas de refléter l’état d’altération du poisson. Ainsi, l’utilisation de glace 

liquide va partiellement éliminer les composés volatils. L’utilisation de la méthode de mesure 

de l’ABVT n’est pas utilisable non plus pour les poissons ou filets congelés/décongelés et 

conservés sur glace (IFREMER, 2008b). La détermination de la fraîcheur à l’aide de l’ABVT, ne 

permet pas d’obtenir des résultats fiables. Une autre méthode basée elle aussi sur les amines 

mais cette fois-ci biogènes peut être utilisée. 

 Mesure des amines biogènes 

Les amines biogènes sont des composés organiques. Ces molécules peuvent présenter des 

structures différentes telles qu’aliphatique, hétérocyclique ou aromatique. Ils sont les 

produits de la décarboxylation des acides aminés libres sous l’action de décarboxylases 

bactériennes. Les amines biogènes sont l’histamine, la tyramine, la putrescine et la 

cadavérine. Les amines biogènes sont quantifiés par des méthodes chromatographiques 

(HPLC, GC-MS …), par des méthodes spectroscopiques (VIS, NIR) ou par des méthodes 

colorimétriques (DUFLOS et al., 1999 ; SØRENSEN et al., 2018). Un indice de qualité peut être 

calculé par la formule suivante : 

𝐼𝑛𝑑𝑖𝑐𝑒 𝑐ℎ𝑖𝑚𝑖𝑞𝑢𝑒 =
Putrescine + Cadaverine + Histamine

1 + Spermidine + Spermine
 

Cet index est utilisé pour le thon en conserve, les filets de saumon et les sébastes. Pour les 

autres espèces, cet index n’est pas représentatif de la qualité du produit, c’est pour cela qu’un 

autre index a été mis en place : 

Indice amine =
Putrescine + Cadavérine + Histamine

Putrescine + Cadavérine + Histamine + Trypamine + Méthylamine + Spermidine + Spermine
 

Cependant, cet index ne semble toujours pas représentatif puisqu’il varie selon les espèces de 

poisson. Les stades précoces de détérioration ne sont pas détectables (PRABHAKAR et al., 2020). 
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Mesure de l’oxydation des lipides 

L’oxydation des lipides est liée à l’altération de l’odeur et de la saveur chez le poisson. Les 

lipides sont susceptibles de subir une oxydation à cause de leur forte concentration en acides 

gras insaturés. La détection se fait par des méthodes chromatographiques (YARNPAKDEE et al., 

2011). Une des méthodes les plus utilisées est le dosage de l’acide thiobarbiturique (TBARS). 

Ce dosage permet de mesurer le malondialdéhyde présent dans l’échantillon. La réaction 

repose sur la liaison entre le malondialdéhyde et deux molécules d’acide thiobarbiturique, ce 

qui induit une coloration rougeâtre (FAO, 2023). Il est également possible de mesurer l’indice 

de peroxyde, qui correspond à la mesure de la quantité d’oxygène lié à un corps gras sous 

forme de peroxydes (ISO, 2017). Cependant les méthodes basées sur l’oxydation des lipides 

ne permettent pas de donner des réponses fiables sur l’altération des poissons. Notamment 

l’indice de peroxyde ne permet pas une corrélation avec le développement de la rancidité d’un 

produit. 

Mesure des dérivés nucléotidiques 

La valeur K est utilisée comme un marqueur de fraîcheur. Elle se base sur la dégradation de 

l’ATP (adénosine tri phosphate). L’ATP va se décomposer en ADP (adénosine di phosphate) 

qui lui va se décomposer en AMP (adénosine mono phosphate). C’est cet AMP qui va donner 

l’IMP (inosine 5’-monophosphate). Les taux d’IMP sont liés à la saveur du poisson. La 

décroissance du taux IMP est liée à la perte de goût chez le poisson. L’IMP est converti en 

inosine puis en hypoxanthine. Les taux d’ATP, d’ADP, d’AMP, d’IMP, d’inosine et 

d’hypoxanthine peuvent être déterminé par chromatographie liquide à haute performance 

(SAITO et al., 2007). 

K(%) =
Inosine + Hypoxanthine

ATP + ADP + AMP + IMP + Inosine + Hypoxanthine
𝑥 100 

Des différences au niveau des taux d’inosine 5’-monophosphate entre les espèces sauvages 

de daurade royale et les espèces d’aquaculture peuvent être observées. Juste après la mort, 

les taux entre le poisson sauvage et le poisson de l’aquaculture sont semblables : 13 µmol.g-1 

contre 12,8 µmol.g-1. La différence se situe dans la décroissance des taux. Le taux pour les 

poissons d’aquaculture atteint 10,8 µmol.g-1 au bout de 5 jours alors que le taux pour les 

poissons sauvages décroit beaucoup plus vite. Il atteint 7,5 µmol.g-1. Cette décroissance rapide 
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peut être liée au stress induit par la capture du poisson ou alors lié aux différences 

environnementales et physiologiques entre les deux poissons (ALASALVAR et al., 2002). 

Mesure du pH 

Le pH évolue après la mort du poisson. Une mesure peut être effectuée à l’aide de l’humeur 

vitrée de l’œil. Une augmentation du pH est observée en conséquence du temps de stockage 

(MAJOLINI et al., 2009). L’utilisation du pH montre des limites puisqu’il n’est pas considéré 

comme un bon marqueur. En effet, des changements peuvent être induits par la température 

(FRANCESCHELLI et al., 2021). 

Mesure de la flore microbienne 

Des changements au niveau de la flore bactérienne vont être retrouvés après la mort et durant 

le stockage du poisson. Ces changements entrainent des altérations au niveau du produit. La 

croissance de la flore bactérienne est liée au changement de pH du produit. Une augmentation 

du pH induit une augmentation de la croissance bactérienne. Différentes populations peuvent 

être recherchées pour prouver la fraîcheur du poisson telles que Shewanella putrefaciens 

(productrice d’H2S) et Photobacterium phosphoreum (IFREMER, 2009b). Cette dernière souche 

est responsable de la formation de TMA et donc le taux de TMA est le reflet de la croissance 

bactérienne (PRABHAKAR et al., 2020). 

Méthodes enzymatiques 

Le suivi des activités enzymatiques permet de faire la distinction entre les produits frais et les 

produits décongelés. Ces méthodes permettent de suivre la libération de certaines enzymes 

notamment mitochondriales (citrate synthase …) dans les exsudats. Une étude réalisée sur 

trois espèces : le carrelet (Pleuronectes platessa), le merlan (Merlangus merlangus) et le 

maquereau (Scomber scombrus), a permis de mesurer l’activité enzymatique de l’α-

glucosidase (enzyme lysosomale). Les exsudats des filets de poissons décongelés présentent 

une activité enzymatique plus élevée que pour les filets frais. Ceci s’explique par la libération 

des enzymes par la congélation dans le milieu extracellulaire (DUFLOS et al., 2002). Une autre 

enzyme a également démontré son intérêt dans la différenciation entre les filets frais et les 

filets décongelés : la lactate déshydrogénase. C’est une enzyme cytosolique. Comme pour 

l’étude précédente, la congélation induit la libération de cette enzyme dans le milieu 

extracellulaire, c’est-à-dire dans les exsudats. Un suivi de l’activité de la lactate 



 
 

68 

Etude bibliographique 

 
 
 
 

déshydrogénase montre une activité plus importante de l’enzyme dans les filets décongelés 

(DIOP et al., 2016). 

Méthode protéomique 

Cette méthode permet de mesurer les altérations au niveau des protéines mais également 

leur possible libération dans le milieu extracellulaire par électrophorèse bidimensionnelle et 

par chromatographie liquide à haute résolution couplée à de la spectrométrie de masse. Une 

étude réalisée sur le bar commun a permis d’identifier la parvalbumine (protéine liant le 

calcium) comme protéine d’intérêt. La congélation a induit une altération au niveau de la 

membrane ce qui a conduit à la libération de la protéine dans les exsudats (Figure 19 ci-

dessous) (ETHUIN et al., 2015).  

 

Figure 19 : Gel d'électrophorèse A : filet frais, B : filet décongelé (1,2 : parvalbumine) (ETHUIN et al., 2015) 

Une autre étude réalisée sur la pieuvre blanche (Eledone cirrhosa) a cette fois identifié la 

transgeline (protéine de liaison à l’actine) comme protéine d’intérêt. La congélation a eu pour 

conséquence une altération au niveau de la protéine ce qui se traduit par une présence 

moindre de la protéine (Figure 20 ci-dessous) (GUGLIELMETTI et al., 2018). 
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Figure 20 : Histogramme montrant la quantité de transgéline détectée dans les filets frais et les filets décongelés 
(GUGLIELMETTI et al., 2018) 

Méthode de la comète 

C’est une technique d’électrophorèse permettant de mesurer les altérations (cassures au 

niveau de l’ADN). Un ADN non altéré sera présent sous la forme d’un spot en revanche un 

ADN altéré par l’action des endonucléases présentera des fragments en dehors du spot, ces 

fragments formant un halo derrière le spot. C’est l’association entre le spot et le halo qui 

donne une forme de comète (LE GRANDOIS et al., 2013) 

3. Méthodes spectroscopiques  

Spectroscopie infrarouge 

 

Figure 21 : Principe de la spectroscopie NIR (2016) 

Cette technique (Figure 21 ci-dessus) ne nécessite pas ou peu de préparation du matériel 

biologique. Il s’agit d’une méthode d’imagerie in vivo. Elle permet de voir les altérations d’un 
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tissu en suivant la réflectance du produit. Cette méthode est basée sur les changements 

structuraux, sur la vibration des liaisons chimiques. Un échantillon est traversé par un faisceau 

lumineux. Une partie de la lumière incidente est absorbée conduisant à une intensité 

lumineuse plus faible à la sortie de l’échantillon. La composition chimique est alors 

déterminée par son comportement lors de cette phase puisque chaque élément constituant 

cette molécule a son propre mode de vibration. Cette méthode permet de visualiser les modes 

de vibrations des liaisons C-H et O-H. Ces liaisons sont liées à la relaxation de la structure 

lipidique et à la libération d’exsudats lors de la rupture des membranes cellulaires (NIETO-

ORTEGA et al., 2021). Suivant l’espèce étudiée, cette méthode permet d’identifier un poisson 

frais d’un poisson congelé/décongelé à environ 90%. La congélation induirait un changement 

au niveau de l’absorbance totale du tissu. Les altérations induites par la 

congélation/décongélation provoquent un changement au niveau de la diffusion de la 

lumière. Les spectres d’absorbance entre les produits frais et les produits décongelés 

présentent des différences, ces différences étant liées au changement de la composition 

chimique induite par la congélation (UDDIN et al., 2005 ; MENDEZ et al., 2019 ; ZHOU et al., 2019).  

 

Figure 22 : Spectre de réflectance d'un filet frais et d'un filet décongelé de chinchard (UDDIN & OKAZAKI, 2004) 

Dans une étude portant sur le chinchard (Trachurus trachurus), les spectres de réflectance des 

filets frais et des filets décongelés ont été comparés (Figure 22 ci-dessus). Des différences entre 

les spectres peuvent être observées à différents points d’absorbance, ce qui indique des 

changements dans la composition des protéines des produits décongelés. Les produits frais 

présentent des pics d’absorption de plus grandes amplitudes (UDDIN & OKAZAKI, 2004). 

Spectroscopie de fluorescence 

https://fishbase.mnhn.fr/summary/SpeciesSummary.php?ID=1365&AT=chinchard
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La spectroscopie de fluorescence permet d’analyser la fluorescence d’un échantillon. La 

molécule d’intérêt est excitée et va alors émettre des photons.  Ce sont ces photons qui seront 

observés dans le spectre d’émission. Cette méthode est non seulement utilisée pour mesurer 

le niveaux d’oxydation des acides gras insaturés (KAROUI et al., 2006 ; KAROUI & BLECKER, 2011 ; 

HASSOUN et al., 2019) mais également pour différencier les produits frais des produits 

décongelés. Différents fluorophores peuvent être utilisés tels que le tryptophane, le NADH, la 

riboflavine … La position du pic d’émission varie en fonction des conditions de stockage du 

produit. Les différences dans les spectres peuvent être liées à l’oxydation des lipides 

conduisant à une modification de l’interaction protéine-lipide (HASSOUN, 2021, KAROUI et al., 

2017).  

 
Figure 23 : Spectre de fluorescence du NADH pour les filets frais et les filets décongelés de Merlan (KAROUI et al., 2006) 

Dans une étude portant sur le merlan (Figure 23 ci-dessus), le NADH a été utilisé comme 

fluorophore permettant la distinction entre les filets frais et les filets décongelés. L’excitation 

du NADH se fait à 340 nm et l’émission se fait à 460 nm. Ici, le spectre d’émission du NADH 

pour le filet frais présente un épaulement à 403 nm et un pic à 455 nm. En revanche pour le 

filet décongelé, le NADH présente un pic d’émission à 379 nm et un épaulement à 455 nm. La 

différence entre les deux spectres pourrait selon les auteurs s’expliquer par un changement 

dans l’environnement du fluorophore et à la hausse de l’activité du HADH (β-hydroxyl-CoA-

déshydrogénase). 

 

Spectroscopie Raman 

Cette technique est non destructive. Elle est basée sur la mesure des vibrations fondamentales 

des groupes fonctionnels. La spectroscopie Raman permet de déterminer la structure des 
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protéines en communiquant des informations sur les structures secondaires et tertiaires des 

protéines. Les différents composés vont sortir à des ondes différentes. Les résidus aliphatiques 

hydrophobes par exemple sortiront à deux endroits différents, les groupements CH2 et CH3 

sortiront à 1450 cm-1, les groupements CH sortiront quant à eux à 2930 cm-1.Elle permet 

également de donner la structure des lipides, en communiquant la composition en acides gras 

ainsi que le degré de saturation de ces acides gras (HERRERO, 2008). Une étude réalisée sur du 

maquereau (ZHANG et al., 2020), a permis de montré que les spectres Raman présentaient des 

spectres d’émission avec des intensités différentes. Ces différences sont liées à la modification 

du mode de vibration des liaisons C-H. Les produits ayant été congelés/décongelés présentent 

des spectres d’émission de plus faibles intensités que les filets frais (Figure 24 ci-dessous). 

 
Figure 24 : Spectre Raman de filets frais et décongelés de maquereau (ZHANG et al., 2020) 

Spectroscopie RMN 

Cette méthode se base sur la capacité des molécules à avoir deux états d’énergie différents :  

un état de basse énergie et un état de haute énergie. Les radiations électromagnétiques 

entrainent le passage d’un niveau de basse énergie à un niveau de haute énergie. Après arrêt 

de la radiation, le noyau entre en relaxation et on obtient le phénomène de décroissance libre 

d’induction (FID). A l’aide de la transformation de Fourier, on obtient le spectre RMN.  

Cette méthode permet la distinction entre le frais et le décongelé par la mesure de la 

concentration de différents métabolites. Des études se sont concentrées sur trois métabolites 

le fumarate, la phénylalanine et l’aspartate (Figure 25page 77). Il a été déterminé que seul 

l’aspartate présente un intérêt. Chez un poisson frais, on ne retrouve pas de trace d’aspartate. 

En revanche chez le poisson ayant subi un stade de congélation/décongélation, entre 3,5 et 
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3,8 mg d’aspartate pour 100 g de chair de poisson sont retrouvés. La formation d’aspartate 

serait liée à l’activité de l’aspartate aminotransférase (EC 2.6.1.1) qui permettrait le transfert 

d’un groupement amine de l’-cétoglutarate vers le L-aspartate. (SHUMILINA et al., 2020). 

 

 

Figure 25 : Concentration de l'aspartate, du fumarate et de la phénylalanine (gris : filet frais ; noir : filet décongelé) 

 

4. Bilan du chapitre V 

De nombreuses méthodes sont utilisées pour différencier les produits frais des produits 

décongelés. Les méthodes sensorielles sont basées sur la sensibilité des testeurs à différents 

indices qualité. Les autres méthodes sont spectroscopiques et sont basées pour la plupart sur 

les changements d’états des électrons de la matière mais également sur les propriétés la 

réflectance de l'échantillon. Les méthodes présentées dans ce chapitre correspondent à des 

techniques de laboratoire. Certaines de ces méthodes ont l’avantage d’être rapide à mettre 

en place cependant elle reste des méthodes utilisées uniquement en laboratoire et difficile à 

utiliser en dehors du laboratoire. Elles demandent toutes un matériel spécifique que certains 

laboratoires ne possèdent pas. Ces méthodes sont également dépendantes de l’espèce de 

poisson et de ces conditions d’élevage. C’est dans ce cadre qu’intervient cette thèse. Elle vise 

à trouver un marqueur ubiquitaire de la différenciation des produits frais et des produits 

décongelés. 

VI. Description du tissu musculaire 

Chez le poisson, la partie consommée est le filet. Ce filet correspond au muscle du poisson. 

Les muscles chez le poisson sont organisés en myotomes possédant une structure tri-
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dimensionnelle complexe. Les fibres musculaires suivent un angle allant jusqu’à 40° par 

rapport à l’axe longitudinal du poisson. 

1. Description de la fibre musculaire 

Il s’agit d’un muscle squelettique qui est constitué de 90 % de fibres musculaires (Figure 26 

page 78) et de 10 % de tissus conjonctifs ou graisseux. Les fibres musculaires contiennent 75 

% d’eau, 20 % de protéines, entre 1 et 10 % de tissu graisseux et 1 % de glycogène. Chaque 

fibre musculaire est entourée par de l’endomysium. La fibre musculaire est elle-même 

composée de faisceaux musculaires et chaque faisceau est entouré par le périmysium. Un 

groupement de fibres musculaires est quant à lui entouré de l’épimysium. On distingue 

ensuite les myofibrilles qui constituent les faisceaux. Les myofibrilles ont un diamètre d’1 µM. 

Les sous unités constituant les myofibrilles sont appelées les myofilaments. Dans les 

myofibrilles, on observe une alternance de bandes sombres (les bandes A) et de bandes claires 

(les bandes I). Chaque bande I est comprise entre deux lignes Z. Le sarcomère correspond au 

motif de répétition (Figure 27 page 79) se trouvant entre les deux lignes Z. C’est l’unité 

contractile de la myofibrille. Les myofilaments fins sont composés d’actine, de tropomyosine 

et de troponines tandis que les myofilaments épais sont composés principalement de 

myosine. Les myofilaments vont permettre de réguler la contraction du muscle. Les molécules 

de myosine du filament épais vont permettre de catalyser la dégradation de l’ATP en ADP par 

l’intermédiaire de leur activité ATPasique. Le sarcoplasme comprend de très nombreuses 

protéines solubles dont la myoglobine qui permet de transporter l’oxygène vers les 

mitochondries. Il contient également des granules de glycogène servant de réserve 

énergétique pour les cellules musculaires (LISTRAT et al., 2016). 

 

Figure 26 : Schéma de l'organisation structurelle d'une fibre musculaire (source : pour la science N°276 octobre 2000) 
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Figure 27 : Schéma de l'organisation d'un sarcomère (LISTRAT et al., 2016) 

2. Cas du poisson  

Deux types de muscles sont présents chez le poisson : le muscle blanc et le muscle rouge. La 

couleur du muscle est directement proportionnelle à la teneur en myoglobine, donc à la 

teneur en mitochondries. Le muscle blanc est associé aux contractions rapides et le muscle 

rouge est associé aux contractions lentes. Chez certaines espèces, un type musculaire hybride 

peut exister : il s’agit du muscle rose (Figure 28 page 79). Le muscle blanc représente 80 % voire 

100 % de la masse musculaire chez le poisson en fonction des espèces. Le pourcentage de 

muscle rouge dépend du type de poisson selon qu’il s’agisse de poissons pélagiques ou 

benthiques sachant que les poissons pélagiques possèdent plus de muscle rouge puisque 

qu’ils nagent constamment. Le muscle rouge est surtout retrouvé au niveau de la ligne latérale 

(ALTRINGHAM & ELLERBY, 1999).  

 

Figure 28 : Coupe transversale d’un filet de poisson  montrant l'organisation des différents types musculaires (KIESSLING et al., 
2006) 

Le muscle rouge est principalement trouvé dans la partie du corps où les muscles fonctionnent 

de façon aérobique. Le muscle rouge se retrouve sous la forme d’une bande continue qui 

s’élargie vers la queue du poisson. Le muscle rouge est surtout présent chez les poissons 

pratiquant la nage rapide. Chez les poissons pratiquant la nage lente, ce muscle est fortement 

Muscle blanc 

Muscle rose 

Muscle rouge 
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réduit voire absent. Les poissons pélagiques possèdent une part importante de muscle rouge 

(18-29 %) contrairement aux poissons prédateurs qui eux possèdent environ 5 % de muscle 

rouge dont l’activité locomotrice se limite à la recherche de nourriture. Le muscle rouge 

possède des fibres de petite taille. C’est un tissu hautement vascularisé contenant de 

nombreuses mitochondries, des gouttelettes lipidiques et des granules de glycogène. Les 

mitochondries, les lipides et le glycogène forment des agrégats au niveau du sarcolemme et 

dans les espaces inter-myofibrillaires. Le muscle rouge doit sa couleur à sa haute teneur en 

myoglobine. La teneur en ATP est moindre dans le tissu rouge que dans le tissu blanc. Il semble 

également que l’acide inosinique se décompose plus rapidement dans le tissu rouge, ce qui 

conduit à la croissance du taux d’inosine. Le muscle rouge présente une concentration en 

lipides plus importante que le tissu blanc (BUTTKUS, 1963). 

Le muscle blanc, quant à lui, possède des fibres de plus grande taille. Il est moins vascularisé. 

Il possède également moins de lipides et moins de glycogène mais également moins de 

mitochondries.  

Les myofibrilles du tissu blanc et du tissu rouge possèdent des caractéristiques différentes. 

Les fibres du tissu blanc vont s’allonger radialement alors que la largeur des fibres ne va pas 

varier. Les fibres sont alignées perpendiculairement. Les fibres rouges, quant à elles, sont 

organisées en colonnes polyédriques (LUTHER et al., 1995). Chez les poissons benthiques, le 

tissu rouge est retrouvé dans de moindres proportions. La profondeur à laquelle se trouve le 

poisson va avoir un impact sur la quantité de fibres rouges. Ainsi, plus un poisson se trouve 

dans les profondeurs de la colonne d’eau et moins il y aura de tissus rouges chez ce poisson 

(DRAZEN et al., 2013). Chez les espèces de fond qui ne se déplacent pas, il n’y aura pas de tissu 

rouge. 

Les myomères sont séparés les uns des autres par un tissu conjonctif appelé myoseptum 

(Figure 29 ci-dessous). Le myoseptum va permettre de transmettre la force contractile aux 

myomères. Du tissu adipeux est présent principalement dans le myoseptum. Le tissu 

conjonctif, présent chez le poisson, contient principalement du collagène de type I et de type 

V. La quantité de collagène est variable selon l’espèce de poisson mais également entre les 

poissons d’une même espèce. La taille du myoseptum est dépendante du nombre et de la 

taille des adipocytes. Tous les poissons ne possèdent pas la même quantité de tissu graisseux. 

Chez les espèces considérées comme maigres, on observe moins de 3 % de corps gras tandis 
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que chez les poissons considérés comme gras, on observe plus de 10 % de tissu adipeux. La 

quantité de tissu graisseux varie également au sein d’une même espèce par exemple chez le 

saumon, la quantité de graisse varie entre 8 % et 24 %. 

 

Figure 29 : Représentation d'un filet de poisson en coupe longitudinale (LISTRAT et al., 2016) 

Les lipides sont la source principale d’énergie chez les poissons. Ils sont stockés sous forme de 

d’amas graisseux. Le tissu adipeux peut se retrouver à différents endroits du corps du poisson. 

Trois catégories sont distinguées : le viscéral, le sous-cutané et l’intramusculaire. Chacun de 

ces tissus jouent un rôle différent : les tissus graisseux sous-cutanés et péri-viscéraux vont 

avoir un impact sur le nombre et l’épaisseur des filets pouvant être obtenus. Le tissu graisseux 

intramusculaire va impacter les qualités organoleptiques de la chair de poisson (WEIL et al., 

2013). La présence de graisse péri-viscérale va avoir un impact négatif sur le consommateur. 

De même, une odeur peut émaner du tissu graisseux liée à la nourriture ingérée par le poisson. 

Cette odeur peut être perçue négativement par le consommateur (GRIGORAKIS, 2007). La 

composition en adipocytes peut être influencée par des facteurs intrinsèques et extrinsèques. 

Les facteurs intrinsèques sont liés à la qualité et à la quantité de la nourriture ingérée par le 

poisson. Ainsi, la durée du jeun du poisson va induire l’utilisation des lipides situés dans la 

partie viscérale du poisson. La composition en corps gras de la diète des poissons va également 

jouer un rôle au niveau de la croissance du poisson. Une alimentation riche en lipides va 

induire des dépôts de tissus adipeux. Les facteurs intrinsèques sont l’âge du poisson, le cycle 

reproductif (Tableau 9 ci-dessous) ainsi que les croisements entre les individus. Ainsi, plus le 

poisson va vieillir et plus la concentration en gras va augmenter. De ce fait, le nombre 

d’adipocytes va augmenter dans le tissu blanc ainsi que dans le tissu péri-viscéral (KIESSLING et 

al., 2001 ; WEIL et al., 2013).  
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Tableau 9 : concentration en tissu adipeux en fonction du cycle reproductif (WEIL et al., 2013) 

 

Le début de l’ovogenèse et de la spermatogenèse se caractérisent par une augmentation des 

lipides intramusculaires. Ces taux deviennent stables pendant la spermatogenèse et la 

vitellogenèse. Lors de l’ovulation et de la spermiation, les taux diminuent. Chez la femelle, des 

variations au niveau des dépôts de matière grasse ont pu être observés entre les périodes pré-

ovulatoires et post-ovulatoires. Une diminution des dépôts de tissu adipeux a été observée 

dans les régions viscérale et sous cutanée dorsale. A l’inverse, dans la région sous cutanée 

ventrale et au niveau de la poche ventrale, aucune variation de dépôts de tissu adipeux n’a 

été observée (WEIL et al., 2013). Ainsi, le sexe du poisson peut exercer une influence sur la 

quantité de lipides. D’après (PROKKOLA et al., 2022), le sexe peut également avoir un impact sur 

les mitochondries. Ainsi, les mâles vont présenter une quantité d’ADN mitochondrial plus 

importante que les femelles. Cependant, cette différence n’a aucun impact sur la respiration 

mitochondriale. Celle-ci est identique entre les deux sexes. Pour les deux sexes, il a été montré 

que la voie du cofacteur NADH était préférée à la voie du succinate suggérant une affinité 

préférentielle du tissu adipeux pour le NADH (PROKKOLA et al., 2022). 

Une autre étude a également démontré que chez certains poissons, une acclimatation de 

l’organisme pouvait avoir lieu lors des changements de température (SALIN et al., 2015). Ainsi, 

d’après (ST-PIERRE et al., 1998), les mitochondries provenant du tissu rouge vont avoir un taux 

d’oxydation plus élevé à une température donnée pour le pyruvate quand elles sont extraites 

de poissons acclimatés au froid. Ainsi, pour la truite il a été démontré que la capacité oxydative 

des mitochondries du tissu rouge était améliorée pendant les périodes d’acclimatation au 

froid. En revanche, aucun changement au niveau du volume mitochondrial n’a été observé. 

Ces effets peuvent s’accompagner d’une augmentation de la densité lipidique au sein des 

fibres musculaires induisant ainsi une accélération du flux d’oxygène au niveau du muscle. Les 

mitochondries des fibres musculaires chez le poisson répondent au changement thermique 
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par une restructuration induisant une augmentation des taux d’oxydation, des activités 

enzymatiques et de la surface des crêtes mitochondriales. Une étude de (THORAL et al., 2021), 

a montré que les mitochondries pouvaient s’adapter à un changement de température. Les 

températures élevées ont cependant pour effet une diminution de la synthèse d’ATP. Ceci 

indique que les mitochondries soumises à des températures élevées et où l’oxygène est moins 

accessible fonctionnent de la même façon que les mitochondries soumises à des températures 

normales. Cependant, ces auteurs ont pu tirer comme conclusion que l’adaptation aux 

changements climatiques résultait tout de même de la plasticité des mitochondries et de leurs 

capacités à produire de l’ATP. 

3. Evolution post-mortem 

Après la mort du poisson ou de tout être vivant, l’organisme entre en rigor mortis. La rigor 

mortis comprend trois stades. Le premier stade correspond à la pré-rigor. C’est un état qui 

intervient immédiatement après la mort du poisson. Durant cet état, les muscles peuvent 

encore être contractés par impulsion électrique. Les muscles présentent une structure 

semblable en bon état. Le sarcolemme et l’endomysium présentent des structures régulières. 

Quelques altérations commencent à être visibles tels qu’un détachement de myofibrilles du 

sarcolemme et le gonflement de certains organites. Le second stade correspond à la rigor 

mortis : les muscles se raidissent et durcissent suite à la condensation de l’actine avec la 

myosine pour former l’actomyosine. Il n’est plus possible de les stimuler par impulsion 

électrique. Le dernier stade correspond à la post-rigor ou maturation. Les muscles se 

ramollissent notamment par l’action de protéines lysosomiques qui se déversent au sein des 

myofibrilles en hydrolysant la liaison de l’actine à la myosine suite à la désorganisation des 

lysosomes entrainée par la baisse du pH intramusculaire provoquée par la dégradation de 

l’ATP en ADP qui libère de l’acide lactique. Chez les poissons pélagiques, la rigor mortis 

commence par la queue et s’étend le long du corps. Seulement un jour après la mort, on 

observe une augmentation des ruptures au niveau du sarcolemme et de l’endomysium. Les 

sarcomères, quant à eux présentent une structure préservée. A partir de cinq jours après la 

mort, de plus importantes altérations sont visibles. Les fibres musculaires se détachent de 

l’endomysium. De plus en plus d’organites présentent des altérations. Les myofibrilles 

commencent à se désorganiser. Après vingt jours, on assiste à une désorganisation complète 

de la fibre musculaire avec une désintégration des filaments d’actine (FOOD AND DRUG 
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ADMINISTRATION, 2001 ; AYALA et al., 2010). D’après l’étude de (BUTTKUS, 1963), lors de l’entrée 

en rigor mortis du muscle rouge, le muscle se contracte de 52 % de sa longueur d’origine tandis 

que le muscle blanc ne se contracte que de 15 % de sa longueur d’origine. L’état de rigor est 

lié à la quantité d’ATP. La décroissance du taux d’ATP est liée au passage de l’état de pré-rigor 

à celui de rigor totale. Une autre étude (EL RAMMOUZ et al., 2013) a permis de montrer que a 

truite arc en ciel entre en phase de rigor mortis entre deux et cinq heures après la mort. Avant 

l’entrée en rigor, une baisse du pH est observée (entre 20 minutes et 2 heures après la mort). 

En parallèle, un arrêt de la glycolyse anaérobique est observé, ce qui a pour conséquence une 

stabilisation du pH, un arrêt de la production d’ATP et la formation de brins rigides d’actine 

couplée à la myosine (actomyosine) causant alors une raideur et une incapacité d’extension 

des fibres musculaires. Au cours de la phase de rigor mortis, le filet va subir un phénomène de 

vieillissement dû à la dégradation par les enzymes protéolytiques endogènes. 

Concernant l’aquaculture, les manipulations ante-mortem sur le poisson ainsi que l’abattage 

peuvent induire un stress provoquant des altérations au niveau des fibres musculaires. Une 

étude menée sur le cabillaud a permis de montrer l’impact de la manutention avant abattage 

sur la qualité du filet. Ainsi, le stress de la manutention conduit à une arrivée plus rapide de la 

rigor mortis chez le poisson, cela étant dû à une diminution plus rapide du taux d’ATP. Une 

altération de la texture du filet a également été observée, les poissons ayant été stressés 

présentant des filets à la texture plus moelleuse et dont les connexions entre les fibres sont 

plus lâches. Cependant, cet effet peut être éliminé en allongeant la durée de stockage des 

filets. Ainsi après 8 jours de stockage, les filets ne présentent plus ces caractéristiques 

(BJØRNEVIK & SOLBAKKEN, 2010). La méthode la plus utilisée en Europe pour tuer les poissons est 

l’asphyxie. Les poissons sont sortis de l’eau et placés dans des bacs contenant de la glace. 

Cette méthode ne permet pas une mort immédiate du poisson, les fonctions cérébrales ne 

s’arrêtant qu’au bout de 5 minutes (PAPAHARISIS et al., 2019). Quand les poissons sont placés 

dans de la glace, ils vont mourir par anoxie, chez la daurade royale le processus prend entre 

20 et 40 minutes, chez le bar cela prend environ 20 minutes, chez la truite cela prend entre 28 

et 198 minutes (POLI et al., 2005). 

4. Bilan du chapitre VI 

Au sein des filets de poisson, deux types de tissus sont retrouvés : le tissu rouge et le tissu 

blanc liés à la teneur en myoglobine de ces muscles. Ces deux tissus possèdent des 
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caractéristiques différentes. La qualité du tissu musculaire dépend de plusieurs facteurs que 

sont l’âge du poisson, le sexe, le stress de la capture, le stress de l’abattage. Une des 

caractéristiques sur laquelle repose cette thèse est la différence de concentration en 

mitochondries tissulaires, le tissu rouge étant riche en mitochondries.  

VII. La mitochondrie : un organite incontournable 

1. Origine et description de la mitochondrie 

La mitochondrie a une origine endosymbiotique, une alpha-protéobactérie s’est associée à 

une cellule eucaryote primitive. La mitochondrie est un organite clé du métabolisme 

énergétique de la cellule. Les mitochondries ont pour rôle la production d’ATP, elles 

interviennent également dans la régulation de calcium. Les mitochondries sont en lien direct 

avec le réticulum endoplasmique (FREY & MANNELLA, 2000). Cet organite possède une double 

membrane qui présente une perméabilité sélective pour de nombreux substrats (Figure 30 

page 85). La membrane externe est apposée contre la membrane interne ce qui délimite un 

espace intermembranaire qui joue un rôle clé dans la physiologie mitochondriale (ANDERSSON 

& KURLAND, 1999). La membrane interne contient les nombreux complexes impliqués dans la 

respiration.  

 

 

Figure 30 : Schéma représentant la mitochondrie 

La biogenèse des mitochondries et le contrôle de leur dégradation vont permettre de réguler 

la quantité et la qualité des organites. La production de mitochondries peut être liée à des 

facteurs environnementaux comme la migration, le régime alimentaire mais elle peut 
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également être liée aux hormones ou aux facteurs de stress (MEYER et al., 2017). La régulation 

de cette biogenèse varie également selon le type de tissu dans lequel se trouve les 

mitochondries. Mais de façon générale, elle est régulée par des co-régulateurs, des kinases, 

des enzymes et différents facteurs nucléaires. Lors de la dégradation des mitochondries, 

différents acteurs peuvent intervenir tels que les protéases, les lipases, les DNases. Cette 

dégradation peut être induite par des stimuli comme une privation en nutriment, une 

privation calroique mais aussi par la perte du potentiel membranaire (MEYER et al., 2017). 

2. Les complexes de la chaine respiratoire 

La chaine respiratoire est composée de quatre complexes, du cytochrome c et d’une ATP 

synthase (Figure 31 ci-dessous). Chaque complexe assure le transfert d’électrons en suivant un 

gradient de potentiel. 

 

Figure 31 : Schéma de la chaine respiratoire mitochondriale 

Le complexe I, également connu sous le nom NADH déshydrogénase, permet de catalyser la 

transformation du NADH + H+ en NAD+. Il permet le transport de 4 protons de la matrice 

mitochondriale à l’espace intermitochondrial. 

NADH + H+ + Q10 + 4H+ ↔ NAD+ + Q10H2 + 4H+ 

Il est composé de 44 sous unités. 7 de ces sous-unités sont codées par l’ADN mitochondrial, 

les 37 autres sont codées par l’ADN nucléaire. Le complexe I peut être divisé en 3 modules : 
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- Le module N : permettant la liaison du NADH et l’oxydation 

- Le module Q : permettant le transfert d’électrons à l’ubiquinone 

- Le module P : correspondant à la pompe à protons 

Le complexe I peut être trouvé sous une forme active mais également sous une forme non 

active. La transition entre les deux formes va dépendre du pH, de la présence de cations 

bivalents. De même, la forme active et la forme non active ont des affinités différentes pour 

les inhibiteurs. Le blocage du complexe I peut être assuré par un inhibiteur chimique : la 

roténone (VINOGRADOV & GRIVENNIKOVA, 2001 ; LENAZ et al., 2016 ; GUERRERO-CASTILLO et al., 2017). 

Le complexe II également appelé succinate déshydrogénase. Il permet de lier le cycle de Krebs 

à la chaine de transport d’électrons. Il permet de catalyser l’oxydation du succinate en 

fumarate. Il est composé de 4 sous unités. L’activation de ce complexe dépend de la teneur 

en acide oxaloacétique. L’accumulation d’acide oxaloacétique induit l’inhibition de la 

respiration par le complexe II. Celui-ci intervient également dans le cycle de Krebs. Ce 

complexe également appelé complexe succinate déshydrogénase ou succinate coenzyme Q 

réductase constitue la seule enzyme membranaire du cycle de Krebs. La réaction produite 

libère moins d’énergie que celle du complexe I. Ce complexe ne permet pas le transport de 

protons. Ce complexe contient des protéines fer-soufre et du cytochrome b. L’ubiquinol formé 

dans ce complexe est transporté vers le complexe III (STEPANOVA et al., 2016 ; FINK et al., 2019). 

Succinate + Q10 → fumarate + Q10H2 

Le complexe III également appelé coenzyme Q cytochrome c réductase ou encore cytochrome 

bc1, est un dimère comprenant 2 complexes. Chacun de ces complexes comprend 11 sous-

unités. Il va permettre l’oxydation de la molécule d’ubiquinol et la réduction du cytochrome 

c. Il permet le transport de 4 protons de la matrice mitochondriale à l’espace 

intermembranaire. Il permet le transfert des électrons de l’ubiquinol au cytochrome c. 

Q10H2 + 2 cytochrome coxydé + 2H+ → Q10 + 2 cytochrome créduit + 4H+ 

Le complexe IV est également appelé cytochrome c oxydase. Ce complexe possède 13 sous-

unités. Il permet le transfert d’électrons à l’oxygène. Il permet le transport de 2 protons de la 

matrice mitochondriale à l’espace intermembranaire. 

4 cytochrome créduit + O2 + 8H+ → 4 cytochrome coxydé + 2H2O + 4H+ 
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Les réactions au niveau des complexes respiratoires induisent un flux de protons de la matrice 

à l’espace intermembranaire. Cela entraine une différence de charge entre la membrane 

mitochondriale interne et la matrice mitochondriale. 

L’ATP synthase est le 5ème complexe de la chaine respiratoire. Elle permet de faire entrer les 

protons dans la matrice mitochondriale, ce qui entraine la formation d’ATP. Elle est constituée 

de 2 sous-unités : une sous-unité intramembranaire jouant le rôle de canal protonique et une 

sous-unité ancrée dans la matrice mitochondriale permettant la synthèse de l’ATP. 

Le cytochrome c est ancré au niveau du feuillet externe de la membrane mitochondriale 

interne. Il intervient au niveau de la chaine respiratoire en permettant le transfert des 

électrons entre le complexe III et le complexe IV. Il intervient également dans d’autres 

phénomènes physiologiques notamment l’apoptose. Sa fuite va ainsi induire un flux calcique 

et donc activer la voie apoptotique (HAYASHI et al., 2009). 

3. Transporteurs des substrats 

 Les chaines respiratoires sont alimentées par un flux d’électrons apporté par de nombreux 

substrats. Des transporteurs sont nécessaires pour amener les substrats aux différents 

complexes. Le transporteur malate/aspartate (Figure 32 ci-dessous) et le transporteur glycérol 

phosphate (Figure 33 page 89) permettent l’acheminement du NADH à l’intérieur de la 

mitochondrie (ETO et al., 1999). 

 

Figure 32 : Schéma du transporteur malate/aspartate (BORST, 2020) 

Membrane interne 
Matrice Espace intermembranaire 
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Deux antiports sont présents au niveau de la membrane mitochondriale interne : l’antiport 

glutamate/aspartate et l’antiport malate α-cétoglutarate. L’antiport glutamate/aspartate 

permet la sortie d’aspartate de la mitochondrie. Cette sortie s’accompagne de l’entrée de 

glutamate et de protons dans la mitochondrie. Cette étape est irréversible. L’antiport malate 

α-cétoglutarate permet l’échange de malate et d’α-cétoglutarate en fonction du gradient de 

concentration des substrats. Les échanges sont bidirectionnels (LU et al., 2008).  

La sortie d’aspartate de la mitochondrie est dépendante de la force protomotrice. Ce 

transporteur est unidirectionnel. C’est le NADH cytosolique qui va être oxydé. Il va transférer 

ses électrons à un oxaloacétate à l’aide de la malate déshydrogénase présente dans le cytosol. 

Cela conduit à la formation d’un malate qui va alors traverser la membrane interne. Une fois 

dans la mitochondrie, ce malate est oxydé en oxaloacétate par l’intermédiaire d’une malate 

déshydrogénase. Lors de cette opération, le NAD+ va être converti en NADH (BORST, 2020).  

 

 

Figure 33 : Schéma du transporteur glycérol phosphate (SHEN et al., 2006) 

Le transporteur glycérol phosphate (Figure 33 ci-dessus) a également pour rôle de maintenir le 

ratio NADH/NAD+. Le NADH est oxydé en NAD+ par l’intermédiaire de la glycérol phosphate 

déshydrogénase, en parallèle la dihydroxyacétone phosphate (DHAP) est réduite en glycérol 

3-phosphate. A l’intérieur de la mitochondrie, la glycérol phosphate déshydrogénase induit la 

formation de FADH2 à partir de FAD+. Le FADH2 formé réduit une ubiquinone. Les électrons 

libérés participent alors à la phosphorylation oxydative (SHEN et al., 2006). Ce sont deux 
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glycérol 3-phosphate déshydrogénases distinctes : l’une est cytosolique, l’autre 

mitochondriale. Les réactions réalisées au niveau de ce transporteur sont irréversibles (MILES, 

2003). 

Le transporteur malate/aspartate est le principal transporteur du NADH. Le transporteur 

glycérol phosphate interviendrait, quant à lui, lors de l’inhibition du transporteur 

malate/aspartate mais également quand il y a une accumulation d’alpha glycéro phosphate 

(PÖSÖ, 1979). Les différents transporteurs peuvent être inhibés par l’acide aminooaxyacétique. 

Cette molécule va inhiber l’aspartate aminotransférase qui se trouve être une enzyme 

limitante des transporteurs. Cet inhibiteur a pour conséquence une baisse du taux d’ATP 

(WANG et al., 2016). Le transporteur malate/aspartate est également inhibé par les inhibiteurs 

des complexes de la chaine respiratoire : la roténone et l’antimycine A (ABBRESCIA et al., 2012). 

Ces deux transporteurs sont essentiels au transfert de NADH à la mitochondrie. Ils vont 

permettre le fonctionnement des complexes de la chaine respiratoire notamment le 

transporteur glycérol phosphate puisqu’en permettant la formation de FADH2 dans la 

mitochondrie, celui-ci-va réduire l’ubiquinone en ubiquinol qui va alors entrer dans la voie de 

phosphorylation oxydative et donc permettre la production d’ATP. 

4. Approche du potentiel mitochondrial 

La mitochondrie est caractérisée par sa force protomotrice. Cette force est composée du 

gradient de pH à travers la membrane interne et du potentiel membranaire mitochondrial 

(BRAND & NICHOLLS, 2011). La membrane mitochondriale côté matrice est chargée 

négativement alors que la membrane côté espace intermembranaire est chargée 

positivement. Cette différence de charge permet le transport de cations au travers de la 

membrane mitochondriale au sein de la mitochondrie. Ce potentiel mitochondrial est stable 

au cours du temps. Une variation de ce potentiel indique une altération de la membrane des 

mitochondries, remettant alors en cause la viabilité cellulaire. Le gradient de protons est la 

source de la synthèse d’ATP (ZOROVA et al., 2018). Le mouvement de protons active l’ATPase 

et induit la synthèse d’ATP. Les changements au niveau du potentiel membranaire peuvent 

être induits par des mouvements de protons au travers de la membrane mitochondriale 

interne.(BARACCA et al., 2003). 
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Pour détecter le potentiel membranaire, il est possible d’utiliser des sondes fluorescentes 

telles que la Rhodamine 123 (Rh123) et le TMRM. Ces sondes font partie des fluorochromes 

cationiques.  

 

Figure 34 : Schéma du gradient de protons 

a) La Rhodamine 123 

La Rhodamine 123 est une sonde cationique. Elle possède des charges positives (Figure 35 page 

91). La membrane mitochondriale interne est, quant à elle, chargée négativement. Cette 

différence de charge induit l’entrée de la sonde dans la mitochondrie. Cette sonde se trouve 

alors séquestrée à l’intérieur de la mitochondrie. Elle s’accumule alors à l’intérieur des 

mitochondries possédant un potentiel membranaire et donc correspondant aux 

mitochondries viables. 

 

Figure 35 : Structure chimique de la Rhodamine 123 (PUBCHEM, 2022a) 
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La capture de la sonde est proportionnelle à la force protomotrice de la mitochondrie. Une 

altération au niveau de ce potentiel provoque une rétention moindre de la sonde par la 

mitochondrie. La longueur d’onde d’excitation de la sonde est 488 nm tandis que la longueur 

d’onde d’émission est 525 nm. La dissipation du gradient de protons réduit le potentiel  

membranaire et donc l’entrée de la sonde dans la matrice mitochondriale (PETIT, 1992). Le 

niveau de fluorescence est donc directement lié au potentiel membranaire. En effet, la 

Rhodamine 123 peut provoquer une inhibition de la respiration stimulée par l’ADP et de la 

synthèse d’ATP (BARACCA et al., 2003).  

b) Le TMRM 

Le TMRM, TétraMéthylRhodamine Méthyl ester, est un dérivé de la rhodamine 123. La 

molécule possède également des charges positives qui vont contribuer à son entrée dans la 

mitochondrie (Figure 36 page 92). La longueur d’onde d’émission de cette sonde est de 585 

nm. Pour l’excitation, la longueur d’onde est identique à celle de la rhodamine 123. La 

présence de groupement méthyle au niveau de la molécule la rend plus apolaire. 

 

Figure 36 : Structure chimique du TMRM (PUBCHEM, 2022b) 

La longueur d’onde d’émission de cette sonde est de 585 nm. Pour l’excitation, la longueur 

d’onde est identique à celle de la rhodamine 123. Le TMRM en excès possède le même impact 

que la Rhodamine 123. La liaison des sondes aux mitochondries semble température-

dépendante. Il semble également que le TMRM ait la capacité à traverser plus facilement les 

bicouches lipidiques que la rhodamine 123 (SCADUTO JR & GROTYOHANN, 1999). 
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c) Le CCCP 

 

Figure 37 : Structure chimique du CCCP (PLASEK et al., 2017) 

Le CCCP (carbonyl cyanide m-chlorophenylhydrazone) (Figure 37 ci-dessus) est couramment 

utilisé après l’utilisation des sondes fluorescentes. Cette molécule induit la dissipation du 

gradient de protons et donc la dissipation du potentiel membranaire (Figure 38 page 93).  

 

Figure 38 : Mode d'action du CCCP (PLASEK et al., 2017) 

5. Calcium et mitochondries 

La présence de calcium dans la mitochondrie est essentielle, il intervient dans de nombreux 

processus physiologiques (Figure 39 ci-dessous). Il va permettre la synthèse d’ATP en activant 

ou en stimulant les enzymes du cycle de Krebs et le complexe V de la chaine respiratoire. Pour 

entrer dans la mitochondrie, le calcium doit traverser des canaux. Ces canaux sont situés à la 

surface de la mitochondrie. La mitochondrie est en lien étroit avec le réticulum 

endoplasmique. Ce dernier contient du calcium. Les canaux vont permettre le transport du 
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calcium du réticulum endoplasmique à la mitochondrie afin de stimuler le métabolisme 

oxydatif.  

 

Figure 39 : effet du calcium sur la mitochondrie (BROOKES et al., 2004) 

La variation de la quantité de calcium, liée à la quantité d’espèces réactives de l’oxygène (ROS) 

produit, a un impact sur l’ouverture des pores de transition. Le calcium joue un rôle dans la 

transmission des signaux trans-mitochondriaux. L’entrée du calcium dans la mitochondrie se 

produit par l’intermédiaire de l’uniport. Elle est dépendante du potentiel membranaire 

(BROOKES et al., 2004). Les ions calciques ont un impact sur la physiologie mitochondriale. En 

effet, ils permettent de réguler les complexes de la chaine respiratoire, les protéines du cycle 

de Krebs mais aussi les transporteurs de métabolites. L’entrée de calcium dans les 

mitochondries influence également la voie de signalisation cellulaire du calcium. Le calcium 

peut également avoir un effet délétère. En trop grande quantité, il est responsable de la mort 

cellulaire (WOLF et al., 2017). 

Les premiers canaux présents sont les MAM (mitochondria associated ER membrane). Ils 

permettent de réguler le taux de calcium présent dans la mitochondrie. En effet, trois enzymes 

du cycle de Krebs sont calcium-dépendantes : la pyruvate déshydrogénase, l’α-cétoglutarate 

déshydrogénase et l’isocitrate déshydrogénase (LASORSA et al., 2003 ; HAYASHI et al., 2009). 

D’autres canaux, les VDAC (voltage dependent anion channel) interviennent dans la régulation 

de l’entrée calcique dans les mitochondries (Figure 40 ci-dessous). Ces canaux sont exprimés 

au niveau de la membrane mitochondriale externe. Ils permettent l’accumulation des ions 
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calciques à l’intérieur de la mitochondrie. La sortie de calcium de la mitochondrie s’effectue 

principalement par l’échangeur Ca2+/Na+ (SZABADKAI & DUCHEN, 2008).  

 

Figure 40 : Transporteurs et canaux calciques majoritaires de la mitochondrie (HAYASHI et al., 2009) 

a) La calcéine AM 

Le suivi de l’accumulation du calcium peut être effectué à l’aide de sonde. La calcéine AM 

(ester AcétoxyMéthyle) est une sonde de viabilité cellulaire, qui sert également pour le suivi 

de l’accumulation du calcium dans la mitochondrie. Cette sonde diffuse passivement au 

travers de la membrane mitochondriale (Figure 41 ci-dessous). Dès l’entrée de la calcéine AM 

dans la mitochondrie, celle-ci est clivée par les estérases, ce qui conduit à la formation de 

calcéine (composé fluorescent). La calcéine se lie alors au calcium présent dans la 

mitochondrie (WHITE et al., 2021).  
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Figure 41 : Modélisation du fonctionnement de la sonde calcéine AM 

b) L’ionomycine 

L’ionomycine est un ionophore du calcium. Elle induit un flux de calcium au travers de la 

membrane mitochondriale interne mais aussi un flux de potassium induisant alors une 

déplétion des ions divalents au niveau de la mitochondrie (KAUFFMAN et al., 1980). 

6. Bilan du chapitre VII 

Dans des travaux de thèse antérieurs (CLEACH, 2018), il a été mis en lumière la capacité des 

mitochondries à être utilisées comme marqueur de fraîcheur. L’intégrité des membranes de 

la mitochondriale permet un maintien du potentiel membranaire mais également une 

concentration stable calcium intra mitochondriale. Une altération au niveau de cette intégrité 

induit une perte du potentiel membranaire entrainant alors un flux libre de différents ions. 

Des sondes permettent d’étudier ces flux ainsi que l’intégrité membranaire des 

mitochondries. Chaque sonde utilisée va permettre de mesurer plusieurs paramètres 

indiquant ainsi les différents états des mitochondries. La mesure de l’intégrité des membranes 

mitochondriales a ainsi été utilisée comme marqueur de fraîcheur et de qualité des produits 

aquatiques.  
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VIII. Perméabilisation mitochondriale 

L’utilisation de la perméabilité mitochondriale comme marqueur nécessite une 

compréhension des différents processus de perméabilisation. Les mitochondries peuvent être 

perméabilisées via différents moyens. Dans un premier temps, une perméabilisation 

physiologique peut être observée. Les mitochondries vont intégrer de nombreux signaux, ce 

qui permet alors aux mitochondries d’adapter leur perméabilité aux conditions 

physiologiques. Cette perméabilisation intervient lors de processus physiologiques tels que 

l’apoptose ou la nécrose. La perméabilisation peut également être induite notamment par des 

molécules chimiques qui perméabilisent sélectivement ou indifféremment les différentes 

membranes cellulaires. Enfin, une perméabilisation physique peut être induite, notamment 

par l’utilisation de la congélation. 

1. Perméabilisation physiologique 

a) Intervention des facteurs pro-apoptotiques 

Les protéines Bax se trouvent sous la forme de monomères dans le cytosol mais aussi liées à 

la membrane mitochondriale externe quand elles entrent dans le processus d’activation. 

Quant au complexe Bak, celui-ci se trouve constamment lié à la membrane mitochondriale 

externe même quand les protéines sont inactives. Les protéines sont activées quand il y a un 

changement de conformation au niveau du N-terminal, celui-ci devenant accessible.  

Au niveau de la mitochondrie, des facteurs pro et anti apoptotiques sont retrouvés. Ces 

facteurs font partie de la famille des Bcl-2. Ce sont des facteurs permettant la régulation de la 

voie de l’apoptose, en contrôlant la perméabilisation de la mitochondrie notamment de la 

membrane externe. Dans la famille des Bcl-2, des protéines possédant un seul domaine BH3 

sont activées lors d’un stress ou d’un dommage. Les protéines Bad et Bax forment un 

oligomère et induisent ainsi la formation d’un pore au travers de la membrane mitochondriale 

externe (Figure 42 page 98) (BRUNELLE & LETAI, 2009). 
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Figure 42 : modélisation de la perméabilisation de la membrane mitochondriale externe (RENAULT & MANON, 2011) 

Deux modèles peuvent expliquer l’activation de Bax et Bak : le modèle indirect et le modèle 

direct. En ce qui concerne le modèle indirect, les protéines Bax et Bak doivent être associées 

à des protéines anti-apoptotiques. Pour le modèle direct, les protéines Bax et Bak sont 

activées par des protéines activatrices telle que Bid (BRUNELLE & LETAI, 2009).  

Bid est une protéine pouvant interagir avec Bcl-2 et Bax. Elle contient un seul domaine BH3. 

Cette protéine peut également être responsable de la libération du cytochrome c. La protéine 

Bid semble plus efficace pour la libération du cytochrome c que la protéine Bax (LUO et al., 

1998). 

Des molécules vont alors pouvoir être libérées par le pore formé par Bax et Bad. Une fuite de 

cytochrome c est observée. Le cytochrome c est retrouvé au niveau de l’espace 

intermembranaire des mitochondries. Le cytochrome c est constitué d’une chaine 

polypeptidique de 104 acides aminés. Il permet la navette d’électrons entre le complexe III et 

le complexe IV au niveau de la chaine respiratoire. Mais il interagit également avec les 

cardiolipines qui sont des lipides composant la membrane mitochondriale interne. La 
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libération du cytochrome c induit l’inactivation de la chaine de transfert des électrons et 

l’activation des processus apoptotiques (GARRIDO et al., 2006). 

b) Intervention des pores de transition 

Au niveau de la membrane interne, un autre mécanisme peut se mettre en place pour induire 

la perméabilisation. Une ouverture des pores de transition mitochondriaux (mPTP) peut être 

observée (Figure 43 page 100). D’après (KIM et al., 2003 ; BRENNER & MOULIN, 2012), le mPTP 

serait formé par l’ANT (Adénine Nucléotide translocateur) qui se situe au niveau de la 

membrane mitochondriale interne, le VDAC qui est présent au niveau de la membrane 

mitochondriale externe et de la cyclophiline D (cypD) présent dans la matrice. La cyclophiline 

D est un peptidyl prolyl isomérase. Elle est associée au mPTP, ce qui lui confère sa sensibilité 

à la cyclosporine A (Figure 43 page 100) L’ANT a pour rôle physiologique de transférer l’adénine 

au travers de la membrane mitochondriale interne. 

Ces pores sont des canaux non spécifiques. L’ouverture de ces pores permet le passage de 

molécules jusqu’à 1500 Da. Elles vont alors diffuser au travers de la membrane mitochondriale 

interne (KIM et al., 2003). L’ouverture de ces pores est responsable de la perte de la force 

protomotrice de la membrane. Cela aura également pour conséquence une équilibration des 

cofacteurs et des ions des deux côtés de la membrane mitochondriale interne. Il y aura 

également une rupture du gradient entre la mitochondrie et le cytosol avec alors libération 

du calcium, ce qui causera également le gonflement de la mitochondrie (HALESTRAP, 2009). 

L’ouverture de ces pores est liée à la combinaison d’une charge de calcium, d’un stress 

oxydatif et d’un épuisement de l’ATP. L’ouverture d’un trop grand nombre de ces pores induit 

la mort cellulaire (SZABADKAI & DUCHEN, 2008). Elle a également pour effet la réduction de la 

respiration induite par le complexe I dû à la fuite du NADH matriciel. La perte de NADH a pour 

conséquence de limiter le flux d’électrons entre l’ubiquinone (UQ) et le complexe III (BRISTON 

et al., 2017). 
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Figure 43 : Modélisation de la structure des pores de transition (KIM et al., 2003) 

La probabilité d’ouverture des pores est liée aux différents substrats de la chaine respiratoire. 

Ainsi, l’ouverture des mPTP est augmentée quand la respiration est induite par le succinate. 

En comparaison, le glutamate et le malate induisent une ouverture moindre des pores. Malgré 

l’ouverture des pores et la perte du potentiel membranaire, le succinate permet de maintenir 

la respiration cellulaire (BRISTON et al., 2017). L’ouverture des pores peut être régulée par des 

inducteurs chimiques et par la concentration en calcium matriciel. L’ouverture des pores peut 

être inhibée par différents facteurs notamment la cyclosporine A (CsA), les ions magnésium, 

un pH acide, des chélateurs de calcium ou des inhibiteurs des phospholipases (HE & LEMASTERS, 

2001 ; KIM et al., 2003). 

Les mPTP interviennent dans deux processus de mort cellulaire : la nécrose et l’apoptose 

(Figure 44 ci-dessous). Une déplétion de l’ATP, une dérégulation des ions ou une activation des 

enzymes et un gonflement des cellules et des mitochondries déclenchent la nécrose. La 

nécrose intervient en réponse à des lésions cellulaires contrairement à l’apoptose. Lors de 

l’apoptose, les mPTP induisent la libération de facteurs mitochondriaux (Apoptosis-inducing 

factor AIF) qui activent alors la voie des caspases qui est responsable de l’apoptose (LEMASTERS, 

1999). 

 

Figure 44 : Schéma du rôle des MPTP dans l'apoptose et la nécrose (LEMASTERS, 1999) 
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2. Perméabilisation chimique 

a) Utilisation de la digitonine/de la saponine 

La digitonine est isolée à partir de la digitale pourpre (Digitalis purpurea). La digitonine et la 

saponine font, toutes les deux, partie de la famille des saponines. Deux classes de saponines 

sont distinguables en fonction du type d’aglycone : stéroïde ou triterpène. Dans le cas de la 

digitonine et de la saponine, ce sont des stéroïdes glycosides et des détergents (SUDJI et al., 

2015). 

La saponine et la digitonine forment des complexes avec le cholestérol membranaire. Les 

complexes formés à l’aide de la saponine ont une structure hexagonale tandis que les 

complexes formés avec la digitonine sont constitués de micelles sphériques et de structures 

tubulaires. Il semble que la digitonine soit plus efficace que la saponine. Il faut en effet des 

quantités plus faibles de digitonine pour obtenir des résultats identiques à la saponine. De 

même, les bicouches lipidiques riches en cholestérol se dégradent plus facilement en présence 

de digitonine (GÖGELEIN & HÜBY, 1984).  

 

Figure 45 : Schéma de la perméabilisation par la saponine et la digitonine A : avant utilisation de la saponine B : après 
utilisation de la saponine (DUICU et al., 2012) 

L’utilisation de la digitonine permet la perméabilisation sélective. Elle perméabilise en effet la 

membrane cellulaire riche en cholestérol mais n’induit pas de perméabilisation des 

mitochondries (VERCESI et al., 1991). Ainsi, ces molécules (Figure 45 ci-dessus) rendent les 
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mitochondries accessibles au sein des tissus. Cependant, cela ne rend pas les complexes de la 

chaine respiratoire accessibles. 

Le cholestérol est important pour l’activité de la digitonine. En effet la formation des 

complexes conduit à un changement au niveau de la perméabilité membranaire ou à la 

formation de pore permettant la diffusion libre de molécules avec le cytoplasme. La digitonine 

fonctionne selon le principe du tout ou rien, c’est-à-dire qu’en absence de cholestérol il n’y a 

pas de changement physiologique alors qu’en présence de cholestérol, une formation de pore 

est observée (SUDJI et al., 2015). 

b) Utilisation de l’alaméthicine 

La faible quantité de cholestérol présent dans la membrane mitochondriale interne ne permet 

pas l’utilisation de la saponine ou de la digitonine. Par contre, l’alaméthicine est un 

antibiotique capable de créer des canaux au travers de la membrane mitochondriale interne. 

Ce peptide a d’abord été isolé depuis le champignon Trichoderma viride (MATHEW & BALARAM, 

1983a). L’alaméthicine permet la formation de pores d’environ 10 à 20 Å (cela dépend de la 

composition en lipides de la membrane). Ces pores laissent passer des molécules dont la taille 

peut atteindre jusqu’à 3 kDa (DIVAKARUNI et al., 2018). Les pores formés laissent ainsi passer 

des molécules de faible poids moléculaire telles que l’ATP, le NADH (SCHÖNFELD et al., 2013). 

L’alaméthicine dissipe le potentiel ce qui a pour conséquence d’induire le découplage des 

mitochondries (SCHÖNFELD et al., 2013). L’utilisation de l’alaméthicine permet au NADH de 

traverser la membrane mitochondriale interne. L’alaméthicine permet d’avoir accès au 

complexe I de la chaine respiratoire sans en altérer le fonctionnement. Cependant, 

l’alaméthicine n’a pas que des avantages, puisqu’elle peut induire la perte de protéines de 

petite taille présentes dans la matrice(GRIVENNIKOVA et al., 2001). 

(MATHEW & BALARAM, 1983b ; DAS & BALARAM, 1984) ont proposé une modélisation du pore 

formé par l’alaméthicine. Il s’agit d’un canal voltage-dépendant formé au travers de la 

bicouche lipidique. Il y a agrégation des hélices peptidiques, formant alors un canal interstitiel 

(Figure 46 page 103). 

D’après l’étude de (GOSTIMSKAYA et al., 2003), la mitochondrie traitée par l’alaméthicine 

montre une intégrité structurale et une rétention du contenu protéique. L’alaméthicine 

permet également d’observer le fonctionnement normal des enzymes mitochondriales dans 
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leur environnement physiologique et en présence de toutes les interactions pouvant 

interférer avec leur fonctionnement. L’étude du complexe I est réalisable en utilisant cette 

sonde puisqu’elle n’induit pas de dommages au niveau de ce complexe. Elle permet également 

le maintien de l’activité ATPasique. 

 

Figure 46 : Modélisation du pore formé par l'alaméthicine (DAS & BALARAM, 1984) 

 

3. Perméabilisation par la congélation 

La congélation se caractérise par la formation de cristaux glace dont la taille dépend de la 

descente en température du tissu. La congélation induit une rupture des membranes 

cellulaires entrainant alors la libération du contenu cellulaire (LI et al., 2018) (Figure 47 page 

104). Les cristaux de glace vont venir s’immiscer dans la membrane, créant ainsi une rupture 

de celles-ci. La taille des cristaux va fortement impacter les altérations cellulaires et tissulaires. 

Elle est liée à la vitesse de congélation et de décongélation. Les cristaux de glace sont 

dynamiques, leur taille et leur forme peuvent évoluer avec le temps d’entreposage et la 

température de congélation (FREDERIK & BUSING, 1981 ; MARTINO & ZARITZKY, 1988). La 

congélation induit un stress sur les cellules conduisant à la formation de cristaux et de poches 

de solutés hyper-osmotiques non congelées. Cette hyperosmolarité du soluté induit un retrait 

d’eau de la cellule et donc un rétrécissement cellulaire est observé. A la décongélation, ces 

cristaux retrouvent leur forme liquide, laissant alors un « trou » au niveau des membranes 

cellulaires. 
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Figure 47 : Schéma montrant l'impact des cristaux de glace sur les membranes plasmiques d’après (SCUDELLARI, 2013) 

La congélation induit ainsi une lyse cellulaire responsable de la libération des enzymes 

cytosoliques et lysosomiques, notamment la lactate déshydrogénase (LDH). Une activité plus 

faible de cette enzyme a été observée pour les tissus ayant subi un stade de congélation (DIOP 

et al., 2016). La congélation induit également des changements au niveau de la structure de 

la membrane mitochondriale interne (TSVETKOV et al., 1986). La décongélation conduit à la 

restauration de la concentration en eau intracellulaire et du volume cellulaire (HOLT et al., 

1992).  

4. Bilan du chapitre VIII 

Dans ce chapitre, nous avons pu prendre conscience des différents niveaux de 

perméabilisation auxquels nous allons être confrontés. Par des processus physiologiques, les 

mitochondries peuvent se perméabiliser avec l’ouverture des pores de transition. Ces pores 

permettent la dissipation des différents gradients de protons et de calcium et le passage de 

petites molécules comme le NADH. L’ouverture des pores est liée au processus de nécrose et 

d’apoptose. 
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La congélation des produits aquatiques entrainerait un éclatement des membranes internes 

et externes perméabilisant complètement les mitochondries. 

Dans ce contexte, nous allons mesurer le niveau d’altération des membranes en faisant varier 

leur perméabilité. Nous allons respectivement utiliser des ionophores et des perméabilisants 

qui nous permettront de modifier artificiellement la perméabilité afin de mesurer le niveau 

d’altération des membranes lié aux processus physiologiques ou aux procédés de 

transformation tels que la congélation. 
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I. Matériel biologique 

1. La daurade royale (Sparus aurata) 

Le premier modèle d’étude utilisé est la daurade royale provenant de la ferme aquacole 

Aquanord (Gravelines, Nord). Le calibre choisi est 300/450 g Le sacrifice de ces poissons a été 

fait par abattage par hydrocution dans de l’eau glacée. Le stockage est ensuite réalisé dans 

des caisses en polystyrène isotherme, où un film protecteur a été utilisé pour éviter que le 

poisson ne rentre en contact avec la glace. Dès leur arrivée au laboratoire, le jour de leur 

abattage, les poissons sont immédiatement filetés dans la chambre froide. Une partie des 

filets est conservé sur glace pilée dans la chambre froide à 4°C entre 7 et 10 jours après leur 

arrivée, tandis que l’autre partie est aussitôt congelée à -40°C ou à -80°C. La décongélation 

des filets s’effectue à 4°C. 

2. Le bar commun (Dicentrarchus labrax) 

Des essais ont également été réalisé sur le bar (Dicentrarchus labrax), cette espèce provenant 

également de la ferme aquacole Aquanord. L’abattage et le stockage sont réalisées dans les 

mêmes conditions que pour la daurade royale. Le protocole mis en place au sein du laboratoire 

est identique à celui de la daurade royale. 

3. La truite saumonée (Onchorrynchus mykiss) 

La truite saumonée provient, quant à elle, de chez Truite service situé à Loos en Gohelle (62). 

Différents producteurs sont regroupés au sein de cette entreprise. Le calibre choisi est 

également de 300/450 g. Les truites sont abattues et refroidies. Elles sont ensuite éviscérées 

et placées dans des bacs de polystyrène, sous glace. Après arrivée au laboratoire, les truites 

sont filetées en chambre froide. Les filets sont conservés sur glace dans des caisses en 

polystyrène. Pour éviter le contact entre la glace et le filet, les filets sont placés sur un 

emballage plastique. Une partie des filets est placé au congélateur (-40°C ou -80°C), les filets 

sont emballés individuellement. La décongélation des filets s’effectue à 4°C. 

II. Réactifs chimiques 

L’acide 4-morpholinepropanesulfonique (MOPS), la sérum albumine bovine (SAB), le carbonyl 

cyanide 3-chlorophenylhydrazone (CCCP), l’acide ethylene-bis(oxyethylenenitrilo)tétra 
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acétique (EGTA), le malate, la protéinase bactérienne de type XXIV, la Rhodamine 123 (Rh123), 

le succinate, le Tetra Methyl Rhodamine Methyl ester (TMRM), le Tris 

(hydroxymethyl)aminométhane (Trizma® base), l’alaméthicine, la β-nicotinamide adénine 

nucléotide (NADH), la roténone, la décylubiquinone et le cytochrome c proviennent de Sigma-

Aldrich (St. Louis, MO, USA). L’acridine orange 10-nonyl bromide (NAO), le chlorure de 

potassium chloride (KCl) and le glutamate ont été acquis chez Fisher Labosi (Paris, France). Le 

chlorure de magnésium (MgCl2), le phosphate de potassium dihydrogène (KH2PO4) et le 

sucrose proviennent de chez Acros Organics (Fair Lawn, NJ, USA). Rh123, TMRM and CCCP ont 

été préparés dans du diméthyle sulfoxide (DMSO) provenant de chez Thermo Scientific (San 

Diego, CA, USA). L’alaméthicine est préparée dans du méthanol provenant de chez Fisher 

Scientific (Loughborought, UK). Le cytochrome c est préparé dans de l’eau distillé. La 

décylubiquinone est préparé dans du DMSO. 

Le tampon d’isolement est composé de KCl (180 mM), de sucrose (80 mM), de MgCl2 (5 mM), 

de Tris (10 mM), de EGTA (2mM). Le pH du tampon est fixé à 7,2. 

Le tampon de respiration est composé de KCl (125 mM), de MOPS (20 mM), de Tris (10 mM), 

d’EGTA (10 μM), de KH2PO4 (2,5 mM) et de SAB (2 mg.mL-1). Le pH du tampon est fixé à 7,2. 

La sonde Mitoprobe Transition Pore Assay Kit et le tampon HBSS proviennent de chez 

ThermoFisher Scientific. Le tampon HBSS est composé de chlorure de calcium (CaCl2) (1,26 

mM), de chlorure de magnésium (MgCl2) (0,49 mM), de sulfate de magnésium (MgSO4) (0,41 

mM), de chlorure de potassium (5,33 mM), de phosphate de potassium (0,44 mM), de 

bicarbonate de sodium (NaHCO3) (4,17 mM), de chlorure de sodium (NaCl) (137,93 mM), de 

phosphate de sodium dibasique (Na2HPO4) (0,34 mM) et de D-Glucose (5,55 mM). 

III. Protocole d’extraction  

1. Micro-extraction 

Des micro-extractions ont été réalisées dans le but de récupérer un culot mitochondrial. 

Environ 850 mg ont été utilisés pour ces micro-extractions. Dans un premier temps, le muscle 

rouge est séparé du muscle blanc. Le muscle rouge est récupéré puis il est dilacéré. Ces 

morceaux sont ensuite mis sous agitation en présence de protéinase bactérienne pendant 3 

minutes dans la chambre froide. La solution est ensuite mise dans un tube en verre puis est 

homogénéisée à l’aide d’un piston, une vingtaine d’allers-retours sont effectués à 300 rpm. 
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L’homogénat est ensuite récupéré puis il est versé dans des tubes Eppendorf de 1,5 mL. Une 

première centrifugation à 7000 g de 5 minutes est effectuée. La matière grasse et le 

surnageant sont jetés. Le culot est resolubilisé à l’aide de 1,5 mL de tampon d’isolement. 

L’homogénat est ensuite versé dans le tube en verre pour subir une seconde 

homogénéisation, cette fois-ci à 150 rpm. La solution est récupérée puis mise dans un tube 

Eppendorf. Une centrifugation à 700 g pendant 5 minutes est réalisée. Le surnageant est 

récupéré puis placé dans un tube Eppendorf. Du tampon d’isolement est ajoutée pour remplir 

le tube. La centrifugation suivante est effectuée à 1500 g pendant 5 minutes. Le surnageant 

est récupéré puis recentrifugé à 1500 g pendant 5 minutes. Le surnageant est récupéré une 

dernière fois. Une dernière centrifugation est menée à 7000 g pendant 5 minutes. Le 

surnageant est retiré. Le culot obtenu est repris à l’aide de 10 µL de tampon d’isolement. Un 

dosage de protéines est effectué pour les mitochondries issues du filet frais.  On obtient entre 

50 à 60 mg.mL-1de protéines. Pour les mitochondries issues du filet décongelé, on obtient 

entre 30 à 40 mg.mL-1 de protéines. Les étapes de centrifugation sont réalisées à 4°C. La durée 

d’une micro-extraction est d’environ 60 à 90 minutes. La Figure 48 ci-dessous résume les 

étapes d’extraction. 

 

Figure 48 : Schéma explicatif des différentes étapes de la micro-extraction 

Récupérer le culot et le resuspendre dans 1,5 mL de tampon d’isolement 

Enlever le surnageant, resuspendre le culot dans 10 µL de tampon d’isolement 
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2. Macro-extraction 

Des macro-extractions ont été réalisées pour récupérer un culot mitochondrial important 

permettant de faire les différents essais pour les expérimentations. Dans un premier temps, 

le muscle rouge est séparé du muscle blanc. Le muscle rouge est récupéré puis il est découpé 

en petit morceaux. Ces morceaux sont ensuite mis sous agitation en présence de protéinase 

bactérienne pendant 6 minutes dans la chambre froide. La solution est ensuite placée dans un 

tube en verre puis homogénéisée à l’aide d’un piston pendant 3 minutes à 300 t.min-1. 

L’homogénat est ensuite récupéré puis il est versé dans des tubes à centrifuger. Une première 

centrifugation à 7000 g de 10 minutes est effectuée. La matière grasse et le surnageant sont 

jetés. Le culot est resolubilisé à l’aide de 25 mL de tampon d’isolement. L’homogénat est 

ensuite versé dans le tube en verre pour subir une seconde homogénéisation cette fois-ci à 

150 rpm toujours pendant 3 minutes. La solution est récupérée puis placée dans un tube à 

centrifuger. Une centrifugation à 700 g pendant 10 minutes est réalisée. Le surnageant est 

récupéré puis placé dans un tube à centrifuger, du tampon d’isolement est ajouté pour remplir 

le tube. La centrifugation suivante est effectuée à 1500 g pendant 10 minutes. Le surnageant 

est récupéré puis recentrifugé à 1500 g pendant 10 minutes. Le surnageant est récupéré une 

dernière fois. Une dernière centrifugation est menée à 7000 g pendant 10 minutes. Pour le 

filet décongelé, une seconde centrifugation à 7000 g de 10 minutes peut être nécessaire 

puisque le culot a tendance à se resolubiliser dans le tampon. Le surnageant est retiré. Le culot 

obtenu est repris à l’aide de 60 µL de tampon d’isolement. Un dosage de protéines est effectué 

pour les mitochondries issues du filet frais, on obtient entre 50 à 60 mg.mL-1de protéines. Pour 

les mitochondries issues du filet décongelé, on obtient entre 30 à 40 mg.mL-1 de protéines. 

Les étapes de centrifugation sont réalisées à 4°C. La durée d’une macro-extraction est 

d’environ 120 minutes. La Figure 49 page 113 résume les étapes de l’extraction. 
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Figure 49 : Schéma des différentes étapes de la macro-extraction 

IV. Préparation des fibres 

Les fibres provenaient du muscle rouge de la daurade royale. 10 mg de fibres ont été prélevées 

dans la partie dorsale du muscle rouge. Les fibres ont été dilacérées à l’aide de scalpels. Les 

fibres musculaires ont été séparées du tissu conjonctif. Les fibres ont été rincées avec le 

tampon de respiration. Les fibres ont été stockées dans un tampon respiratoire jusqu’à 

l’analyse.  

V. Dosage des protéines mitochondriales 

Pour doser les protéines mitochondriales, le kit BioRad protein Assay est utilisé, basé sur la 

méthode de Bradford (BRADFORD, 1976). C’est un dosage colorimétrique, utilisant le bleu de 

Coomassie. L’intensité de la coloration dépend de la concentration en protéines de 

l’échantillon. Une plaque de 96 puits est utilisée. Une gamme de SAB est réalisée de 0 à 0,6 

mg.mL-1. Chaque point est réalisé en duplicat. Les mitochondries extraites du filet frais sont 

diluées au 200e tandis que les mitochondries extraites du filet décongelé sont diluées au 100e. 

4 µL de la gamme étalon ou de l’échantillon sont déposés dans le puits, 200 µL du réactif sont 

ensuite ajoutés. Avant d’être utilisé, le réactif est dilué au 5ème à l’eau distillée. Une incubation 

de 15 minutes à température ambiante est réalisée. La lecture est effectuée à 595 nm. 

Récupérer le culot et le resuspendre dans 25 mL de tampon d’isolement 

Enlever le surnageant, resuspendre le culot dans 60 µL de tampon d’isolement 
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VI. Analyse microscopique 

Les culots mitochondriaux isolés ont été fixés dans du glutaraldéhyde à 2,5 % tamponné avec 

du cacodylate de sodium 0,1 M, postfixés dans du tétroxyde d’osmium à 1 % dans le même 

tampon et marqués avec de l’acétate d’uranyle à 2 %. Après déshydratation par l’acétonitrile, 

les échantillons ont été incorporés dans de la résine de type épon (Embed-812). Des sections 

ultraminces (90 nm) ont été découpées à l’aide d’un ultramicrotome Leica UC7 et collectées 

sur des grilles de cuivre hexagonales barrées de 150 mailles. Après coloration avec de l’acétate 

d’uranyle à 2% préparé dans de l’éthanol à 50% et incubation avec une solution de citrate de 

plomb, des sections ont été observées au microscope électronique à transmission Hitachi H-

600 équipé d’une source d’électrons W (fonctionnant à 75 kV). Les mitochondries ont été 

photographiées à l’aide de l’appareil photo numérique Hamamatsu C4742-95 fixé sur le 

microscope. 

VII. Calcul du rapport du contrôle respiratoire 

Le rapport de contrôle respiratoire (RCR) des mitochondries isolées a été obtenu comme suit. 

L’oxygraphie (avec un oxygraphe de modèle numérique Rank Brothers 10, Cambridge, 

Royaume-Uni) a été utilisée pour surveiller la consommation d’oxygène des mitochondries 

isolées à 25 °C.  Tout d’abord, 2,1 mL de tampon respiratoire ont été ajoutés à la chambre 

oxygraphique complétés par un mélange de glutamate (5 mM), de malate (2 mM) et de 

succinate (5 mM). Ensuite, les mitochondries ont été ajoutées à une concentration finale de 

0,2 mg de protéines mitochondriales par mL. Le RCR a été calculé comme le rapport entre les 

taux de respiration de l’état 3 à l’état 4 (n = 3) (CLEACH et al., 2019). Le RCR a été évalué sans 

sonde (contrôle) et avec des sondes TMRM et Rh123 à une concentration de 50 nM. 

VIII. Analyse cytométrique 

1. Suivi du potentiel membranaire 

Un cytomètre en flux (CytoFLEX Beckman Coulter Life Sciences, Paris, France) a été utilisé pour 

surveiller la fluorescence différentes sondes. Les sondes TMRM et rh123 ont été utilisées afin 

d’évaluer les changements dans le potentiel mitochondrial des mitochondries isolées extraites 

à différents moments de stockage du jour 0 au jour 10. Pour cette manipulation, le laser « 

Blue » (488 nm) a été utilisé pour exciter les fluorochromes TMRM et rh123. Le canal 
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fluorescent « PE » (585 nm ± 42 nm) a été utilisé pour détecter la fluorescence émise par 

TMRM. Le canal fluorescent « FITC » (525 nm ± 40 nm) a été utilisé pour détecter la 

fluorescence émise par Rh123 et la nonyl acridine orange (NAO). Pour chaque condition, 

l’autofluorescence des cellules sans coloration a été analysée. Les données ont été analysées 

à l’aide du logiciel Kaluza (Beckman Coulter Life Sciences). Pour évaluer le rendement 

mitochondrial isolé, NAO (100 nM), qui se lie à la cardiolipine dans la membrane 

mitochondriale interne, a été utilisé. 

 

Pour mesurer le potentiel mitochondrial, 1 mL de tampon de respiration a été ajouté à 25 °C 

à un tube en polypropylène à fond rond de 5 mL conçu pour l’analyse par cytométrie en flux. 

Le TMRM ou la Rh123 (50 nM), sans ou avec substrats (glutamate (5 mM), malate (2 mM) et 

succinate (5 mM)) ont été ajoutés au tampon de respiration. Pour l’acquisition, entre 1 et 1,6 

μL de mitochondries isolées ont été ajoutées afin d’enregistrer 50 000 événements en utilisant 

le paramètre 10 μL.min-1 pour le débit de l’échantillon. En l’absence de substrats respiratoires, 

les mitochondries isolées oxydent les substrats endogènes indéfinis initialement présents 

dans les mitochondries après extraction. L’agent de découplage CCCP (concentration finale de 

1 μM) a ensuite été ajouté à la préparation pour perturber le potentiel, conduisant à la sortie 

de TMRM ou de Rh123 de la matrice mitochondriale. Le pourcentage de mitochondries 

dépolarisées en présence de CCCP avec et sans substrats constituait le témoin négatif. 

2. Suivi de l’accumulation de calcium 

Dans cette partie, nous avons suivi l’accumulation de calcium au sein des mitochondries. Pour 

cela, le kit Mitoprobe Transition Pore assay a été utilisé. Dans un premier temps, les protéines 

mitochondriales (0,2 mg.mL-1) sont diluées dans 300 µL de tampon HBSS supplémenté avec 

du calcium et du magnésium. L’autofluorescence est mesurée à l’aide d’un tube témoin. Dans 

ce tube il n’y a pas de sonde, ce qui permet de mesurer la fluorescence naturelle des 

mitochondries. Un second tube est préparé en présence de calcéine (3 µM). Le troisième tube 

comprend de la calcéine et du cobalt (200 µM). Le dernier tube comprend de la calcéine, du 

cobalt et de l’ionomycine (0,5 µM). Les tubes sont laissés à incuber à 37°C à l’obscurité 

pendant 15 minutes. Les tubes sont ensuite analysés au cytomètre de flux. 
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IX. Analyse spectrophotométrique 

1. Analyses sur mitochondries isolées 

La consommation de NADH a été mesurée par spectrophotométrie (spectrophotomètre UV-

vis, UV-1280, Shimadzu Europa GmbH, Allemagne) comme décrit précédemment par (VENARD 

et al., 2003). Dans la cuvette spectrométrique, 1 mL de tampon respiratoire a été ajouté, puis 

0,2 mg.mL-1 de protéines mitochondriales. Dans toutes les cuves, le cytochrome c (10 μM) et 

la décylubiquinone (0,1 mM) ont été inclus. Une cuve témoin a été réalisée avec addition de 

roténone (2,5 μM). De l’alaméthicine (2,5 μM) a été ajoutée à une autre cuve, pour observer 

la perméabilisation membranaire. Dans chacune des cuves, du NADH avec une concentration 

finale de 0,1 mM a été ajouté. L’étalonnage zéro a été effectué avant l’ajout de NADH et la 

lecture a été effectuée à 340 nm.  

L’activité spécifique (AS) a été calculée à partir de la loi Beer-Lambert. 

AS = 
(∆𝐴/(𝜀.𝑙))/∆𝑇

[𝑝𝑟𝑜𝑡é𝑖𝑛𝑒𝑠]
 μmol de NADH.min-1.mg-1 de protéines 

Coefficient d’extinction molaire du NADH εNADH = 6220 M-1.cm-1 

ΔA = Absorbance à t = 100s – absorbance à t = 0s 

l = longueur du trajet parcouru par la lumière dans le milieu 

ΔT = durée de la mesure en seconde 

[protéines] = concentration en protéines dans la cuve 

Une activité spécifique relative a été obtenue avec cette formule : 

% AS = 
𝐴𝑆

𝐴𝑆𝑚𝑎𝑥
× 100  

L’activité spécifique maximale (AS max) correspond à des filets frais à J1 en présence 

d’alaméthicine. 

2. Analyses sur fibres  

La consommation de NADH a été mesurée par spectrophotométrie (spectrophotomètre UV 

vis, UV-1280, Shimadzu Europa Gmbh, Allemagne). La cuve spectrophotométrique contenait 

1 mL de milieu respiratoire, 5 mg de fibres, du cytochrome c (10 μM) et de la décylubiquinone 

(0,1 mM). Un contrôle a été effectué avec de la roténone (2,5 μM). De l’alaméthicine (5 μM) 

a été ajoutée pour perméabiliser les fibres. Le NADH a été utilisé à une concentration finale 

de 0,1 mM dans tous les réservoirs excepté dans le témoin. La lecture a été effectuée à 340 
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nm. Les mesures ont été prises à t = 0s, t = 100s, t = 200s et t = 300s. Entre chaque mesure, 

les cuves ont été placés sur un agitateur vibrant à 150 rpm (Titramax 100, Heidolph 

instruments GmbH, Allemagne). 

L’activité spécifique (AS) a été calculée à partir de la loi de Beer-Lambert: 

𝐴𝑆 = (
(

𝛥𝐴

𝜀.𝑙
)/𝛥𝑇

quantités de fibres
)/1000 nmol de NADH.min-1.mg-1 de masse humide.  

Coefficient d’extinction molaire du NADH εNADH = 6220 M-1.cm-1 

ΔA = Absorbance à t = 100s – absorbance à t = 0s 

l = longueur du trajet parcouru par la lumière dans le milieu 

ΔT = durée de la mesure en seconde 

[protéines] = concentration en protéines dans la cuve 

Le facteur 1000 permet d’exprimer l’activité spécifique en nanomoles et non plus en micromole 

comme précédemment. 

X. Analyse oxygraphique 

1. Analyses sur mitochondries isolées 

La méthode oxygraphique a été utilisée pour suivre la respiration mitochondriale, elle se base 

sur la consommation d’oxygène. Le suivi de cette consommation a été effectué à l’aide d’un 

oxygraphe O-2k (Oroboros Instruments, Innsbruck, Autriche). L’étalonnage à 100 % a été 

effectué en présence de la quantité maximale d’O2 lorsque la chambre était ouverte. De 

même, un étalonnage de 0 % a été effectué à l’aide de dithionite. 2,5 mL de tampon de 

respiration ont été ajoutés dans les chambres de l’oxygraphe. Avant l’ajout des mitochondries, 

le cytochrome c (10 μM) et la décylubiquinone (0,1 mM) ont été ajoutés. La concentration 

finale de protéines mitochondriales dans chaque chambre était de 0,2 mg.mL-1. Du NADH (1 

mM) a été ajouté, puis de l’alaméthicine (2,5 μM). L’expérience a été réalisée à +25°C. 

La consommation d’O2 a été calculée avec cette formule : 

Consommation d’O2 =
(

𝑂2
[𝑝𝑟𝑜𝑡é𝑖𝑛𝑒𝑠]

)∗60

1000
 nmol de O2.min-1.mg-1 de protéines 

La consommation relative d’O2 a été obtenue avec cette formule : 

% de consommation d’O2 = 
𝑂2

𝑂2𝑚𝑎𝑥
× 100 % 

O2max est représenté par des filets frais à J1 en présence d’alaméthicine. 
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2. Analyses sur fibres  

La consommation d’O2 a été mesurée à l’aide d’un oxygraphe O-2k (Oroboros Instruments, 

Innsbruck, Autriche). L’étalonnage à 100 % a été réalisé lorsque la chambre était ouverte en 

présence d’une quantité maximale d’O2. L’étalonnage à 0 % a été réalisé en chambre fermée 

et avec addition de dithionite. Avant l’ajout des fibres, du cytochrome c (10 μM) et de la 

décylubiquinone (0,1 mM) ont été ajoutés. Après 3 minutes, les fibres ont été ajoutées et la 

chambre a été fermée.  Une addition de NADH (1 mM) a été faite, puis une addition 

d’alaméthicine (5 μM). L’expérience a été réalisée à +25°C.  

La consommation d’O2 a été calculée à l’aide de cette formule : 

𝑂2 consommation =
(𝑂2𝑐𝑜𝑛𝑠𝑜𝑚𝑚𝑎𝑡𝑖𝑜𝑛 𝑎𝑣𝑒𝑐 𝑠𝑢𝑏𝑠𝑡𝑟𝑎𝑡 −  𝑂2 𝑐𝑜𝑛𝑠𝑜𝑚𝑚𝑎𝑡𝑖𝑜𝑛 𝑠𝑎𝑛𝑠 𝑠𝑢𝑏𝑠𝑡𝑟𝑎𝑡)

𝑞𝑢𝑎𝑛𝑡𝑖𝑡é𝑠 𝑑𝑒 𝑓𝑖𝑏𝑟𝑒𝑠
𝑥 60 

La consommation d’O2 a été exprimée en pmol de O2.min-1.mg-1 de masse humide. 

XI. Calcul des seuils de discrimination 

Dans le cadre des études menées à l’aide de l’oxygraphe, un ratio est calculé par le rapport de 

la consommation d’oxygène en présence d’alaméthicine par rapport à la consommation 

d’oxygène sans alaméthicine peut être calculé à l’aide de cette formule : 

𝑟𝑎𝑡𝑖𝑜 𝑂2  =
 𝑂2 𝑐𝑜𝑛𝑠𝑜𝑚𝑚𝑎𝑡𝑖𝑜𝑛 𝑎𝑣𝑒𝑐 𝑎𝑙𝑎𝑚é𝑡ℎ𝑖𝑐𝑖𝑛𝑒

 𝑂2 𝑐𝑜𝑛𝑠𝑜𝑚𝑚𝑎𝑡𝑖𝑜𝑛 𝑠𝑎𝑛𝑠 𝑎𝑙𝑎𝑚é𝑡ℎ𝑖𝑐𝑖𝑛𝑒
 

Dans le cadre des études menées à l’aide de la spectrophotométrie, un ratio est calculé par le 

rapport de la consommation de NADH en présence d’alaméthicine par rapport à la 

consommation d’oxygène sans alaméthicine peut être calculé à l’aide de cette formule : 

𝑟𝑎𝑡𝑖𝑜 =
 𝑁𝐴𝐷𝐻 𝑐𝑜𝑛𝑠𝑜𝑚𝑚𝑎𝑡𝑖𝑜𝑛 𝑎𝑣𝑒𝑐 𝑎𝑙𝑎𝑚é𝑡ℎ𝑖𝑐𝑖𝑛𝑒

 𝑁𝐴𝐷𝐻 𝑐𝑜𝑛𝑠𝑜𝑚𝑚𝑎𝑡𝑖𝑜𝑛 𝑠𝑎𝑛𝑠 𝑎𝑙𝑎𝑚é𝑡ℎ𝑖𝑐𝑖𝑛𝑒
 

Ce ratio a permis de déterminer une valeur seuil de discrimination. En dessous d’une certaine 

valeur, des filets congelés/décongelés ont été décelés. 
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XII. Analyses statistiques 

1. Analyses statistiques pour l’article 1 

L’analyse statistique a été réalisée par ANOVA et générée avec le logiciel SPSS 17. Les 

changements en pourcentage dans la polarisation mitochondriale au fil du temps ont été 

évalués en triplicat. Les données sont exprimées sous forme de moyennes ± déviation 

standard. Des tests t non appariés à deux échantillons ont été utilisés pour exprimer la 

signification de la différence (p < 0,05) entre les moyennes, et le test de Levene a été utilisé 

pour déterminer l’homogénéité de la variance. 

2. Analyses statistiques pour l’article 2 

Des analyses statistiques ont été réalisées et des graphiques ont été générés avec le 

programme PAST (logiciel libre pour l’analyse de données scientifiques, statistiques univariées 

et multivariées) version n°4.03. Chaque expérience a été réalisée en triplicat. Les données sont 

exprimées sous forme de moyenne ± écart type. Un test de Wilcoxon a été utilisé pour 

exprimer la significativité de la différence (p < 0,05) entre les moyennes. 

3. Analyses statistiques pour l’article 3 

Les analyses statistiques et les graphiques ont été réalisés avec XLSTAT 2022.1.1. Chaque 

expérience a été répétée 4 fois. Les données ont été exprimées en moyenne ± écart-type. Un 

test t a été utilisé pour exprimer la significativité de la différence (p <0,05) entre les moyennes.
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I. Evaluation de la qualité des produits aquatiques par 

cytométrie de flux 

La conservation des produits aquatiques à basse température (4°C) ou très basse température 

(inférieure à -20°C) va modifier profondément leur structure. Dans de précédents travaux au 

laboratoire il a été montré que les mitochondries pouvaient être utilisées comme des 

marqueurs de fraîcheur et d’altération. Des études sur des mitochondries isolées de filets de 

bar (Dicentrarchus labrax) et de daurade royale (Sparus aurata) conservés à 4°C ont montré 

une altération des fonctions mitochondriales avec le temps (CLEACH et al., 2019). 

La combinaison des méthodes oxygraphiques et de fluorescence a permis de mesurer 

l’évolution des fonctions mitochondriales avec le temps de conservation à 4°C des produits 

aquatiques. Le RCI (Respiratory Control Index) des mitochondries isolées de filets de daurade 

royale diminuait avec le temps de conservation. Il a pu être observé une perte progressive des 

fonctions mitochondriales. Elles se caractérisaient par une augmentation de la perméabilité 

membranaire. Elles se traduisaient également par une augmentation de la sensibilité au 

cytochrome c et par une diminution du potentiel mitochondrial. La perte du potentiel 

membranaire se caractérisait par une diminution de l’intégration d’une sonde cationique 

(Rhodamine 123). Le suivi dynamique de la fluorescence des mitochondries et leur réponse à 

certaines drogues (inhibiteurs ou activateurs des chaines respiratoires) devait nous montrer 

la pertinence du suivi du potentiel mitochondrial pour mesurer l’état de fraîcheur des filets de 

poisson (CLEACH et al., 2020). 

Des travaux ont ensuite été menés sur le niveau d’intégration des sondes cationiques 

(Rhodamine 123 et TMRM) sur les mitochondries isolées de filets de poisson. Le travail a 

consisté à regarder s’il existait une corrélation entre le niveau d’intégration des sondes 

fluorescentes et l’état de fraîcheur des produits aquatiques. Le niveau d’intégration des 

sondes est proportionnel au niveau de potentiel des mitochondries isolées. La propriété 

d’extinction des sondes fluorescentes a été utilisée pour mesurer l’état du potentiel des 

mitochondries. Les mitochondries à haut potentiel incorporent plus de sondes cationiques 

que les mitochondries à bas potentiel, ce qui « éteint » une partie de la fluorescence totale de 

l’échantillon (Quenching). Les mitochondries à haut potentiel ayant intégrées plus de sondes 
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cationiques sont plus sensibles à l’agent ionophore : CCCP. Le niveau d’intégration de la sonde 

dans les mitochondries a été normalisé par rapport à la fluorescence associée au CCCP. Les 

résultats obtenus par fluorimétrie ont été convaincants mais la limite de cette méthode 

reposait en partie sur la qualité des extractions. Les sondes cationiques peuvent interagir avec 

de nombreux autres organites et le CCCP reste également un ionophore capable d’interagir 

avec toutes les membranes cellulaires. 

L’utilisation de la cytométrie de flux comme moyen d’analyse du potentiel membranaire des 

mitochondries isolées a permis d’arriver un niveau de résolution nettement supérieur. La 

cytométrie de flux sélectionne les particules à analyser selon leur taille et leur structure. 

Plusieurs contrôles ont été réalisés sur les isolats de mitochondries en microscopie 

électronique. Les extractions permettent d’atteindre un niveau élevé de purification des 

mitochondries. Il existe cependant une légère contamination par des débris tissulaires divers. 

Ces éléments sont susceptibles de réagir avec les sondes cationiques (Rhodamine 123 et 

TMRM) et de perturber le signal. Les mitochondries présentent une certaine hétérogénéité de 

taille et de forme mais la cytométrie de flux permet cependant de faire un tri sélectif des 

particules à analyser en fonction de la taille et de la structure. D’autre part, la cytométrie 

permet d’analyser les fluorescences associées aux particules à analyser. Il est possible de 

réaliser des multi-marquages et donc de combiner des marquages qui relèvent de la structure 

et des marquages qui sont associés à la fonction. Par conséquent, cette méthode d’analyse 

permet de mesurer le niveau de fluorescence pour l’ensemble des particules sélectionnées. 

Cette méthode s’est avérée très sensible pour analyser le potentiel des mitochondries isolées 

de filets de bar conservés à 4°C. La méthode a été étendue aux filets de daurade, de truite 

saumonée et s’est montrée tout aussi efficace (résultats non présentés dans ce travail). 

Les méthodes de mesure de qualité des produits aquatiques par l’analyse des mitochondries 

en cytométrie de flux restent des méthodes expertes, applicables sur des lots de produits à 

contrôler et moins applicables à de petits échantillons. Dans le travail qui suit, l’analyse s’est 

portée sur l’extraction des mitochondries à partir de muscle rouge de filets de bar. 

La conservation des produits à l’état congelé entraine de profondes altérations cellulaires des 

produits aquatiques. Les membranes sont les premières structures cellulaires touchées par le 

choc congélation-décongélation. Les mitochondries sont des organites qui devraient donc être 

particulièrement impactés par le choc congélation-décongélation. A la suite de cet article, 



 
 

121 
 

A propos de l’article 1 

 
 
 
 

nous avons donc regardé si la taille et la structure des mitochondries étaient impactées par la 

congélation-décongélation et analysables en cytométrie de flux. La perméabilité des 

mitochondries isolées de filets congelés/décongelés est profondément altérée. Nous avons 

voulu exploiter cette différence de perméabilité pour différencier les produits frais, des 

produits congelés/décongelés. Nous nous sommes intéressés à la capacité des membranes 

mitochondriales à retenir le calcium. La teneur en calcium des mitochondries isolées de filets 

de bar frais et congelés a été mesurée grâce à la sonde calcéine et analysée en cytométrie de 

flux. 

Cette étude a fait l’objet d’un article publié dans la revue Food Chemistry en 2022 : (SORET et 

al., 2022).  
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Abstract 

Mitochondria are real sensors of the physiological status of tissues. After the death of an animal, they 

maintain physiological activity for several days. This activity is highly dependent on the availability of 

mailto:thierry.grard@univ-littoral.fr
mailto:meline.soret@univ-littoral.fr
mailto:tiffanie.bouchendhomme@univ-littoral.fr
mailto:jerome.cleach@univ-littoral.fr
mailto:nathalie.jouy@inserm.fr
mailto:claire.crola-da-silva@univ-lyon1.fr
mailto:anne.devin@ibgc.cnrs.fr
mailto:philippe.lencel@univ-littoral.fr


 
 

126 

Article 1 

 
 
 
 

nutrients in the tissue. In this study, flow cytometry was used to measure the membrane potential of 

mitochondria isolated from European seabass (Dicentrarchus labrax) red muscle stored in ice for seven 

days in order to characterize fish freshness. Two probes, TMRM and Rhodamine 123, were used to 

measure mitochondrial potential. During the first few days (D0 to D3), isolated mitochondria 

maintained high potential, and then lost their potential (from D3 to D5), but were always re-polarizable 

after addition of substrates (glutamate, malate and succinate). From D7, the mitochondria were more 

strongly depolarized and were difficult to repolarize by the substrates. Using flow cytometry, we 

demonstrated that mitochondria were an excellent marker to confirm seabass freshness. 

1. Introduction 

The impact of food quality on human health is critical. Government agencies are responsible for 

ensuring food safety, paying particular attention to chemical and microbiological risks (Kher et al., 

2013). The accumulation of knowledge on this subject has made it possible to change the way 

consumers and manufacturers look at food or food matrices. Consumers have many different ways of 

perceiving products, but their perè-ception is increasingly linked to health benefits (Grunert, Bredahl, 

& Brunsø, 2004; Kamihiro, Stergiadis, Leifert, Eyre, & Butler, 2015). In parallel, increasing interaction 

between consumers and industry is leading to changes in practices in the agri-food sector and more 

particularly in the aquatic products industry (Wu, Pu, & Sun, 2019). 

The quality of aquatic products is still based exclusively on chemical and microbiological criteria. Even 

though the number of methods for measuring seafood quality is increasing, the methods that are used 

to measure fish freshness are still based on the the total volatile base nitrogen (TVB-N) level (Parlapani, 

Mallouchos, Haroutounian, & Boziaris, 2014) or on the determination of biogenic amines (Pinto, Nieto, 

Zón, Fernández, & De Araujo, 2016). These are reference methods which, although used routinely, 

yield variable results depending on the species. 

Mitochondria seem to play an important role in changes in the quality of food products, in particular 

by activating proteases and by producing numerous free radicals which are involved in how products 

change post mortem (England et al., 2018; Sierra & Oliván, 2013). These oxidation reactions are 
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involved in the modification of the nutritional quality and indirectly impact human health (Huang & 

Ahn, 2019). Various studies have reported post mortem morphological mitochondrial changes and 

some have shown that mitochondrial activity was still present post mortem in storage conditions of 

+4°C in bovine, pork, poultry or fish models (Chauhan & England, 2018; Tang et al., 2005). 

Mitochondrial activity was also used to measure seafood alteration by monitoring the consumption or 

production of metabolites (Chang, Wu, Yeh, & Liao, 2020; Hassoun & Karoui, 2017). 

As part of a previous study examining measurements of early markers of freshness, we showed that 

measuring fish freshness could be associated with measuring mitochondrial activity (Cléach et al., 

2019). The structural and physiological changes in mitochondria in fish fillets stored at 4 °C seemed to 

show that mitochondria are a good indicator of freshness and spoilage, as well as the good 

physiological condition of the cells or tissues.  

In another previous study, we showed that mitochondria isolated from gilthead seabream (Sparus 

aurata) fillets maintained normal respiratory activity for 3 days. Uncoupling was observed on the 

fourth day with a gradual loss of mitochondrial membrane potential (Cléach, Soret, Grard, & Lencel, 

2020).  

This study completed the triptych of approaches developed in the laboratory concerning the 

determination of fish freshness by studying variations in post mortem mitochondrial potential 

according to the following three approaches: oxygraphy (Cléach et al., 2019); fluorescence (Cléach et 

al., 2020) and flow cytometry (current article).  

In this study, we extended this observation to another fish species: seabass (Dicentrarchus labrax). The 

approach was based on a flow cytometric analysis of mitochondria isolated from seabass fillets stored 

at 4°C. Flow cytometry allowed us to target both an organelle (mitochondria) and a marker of choice 

(mitochondrial potential). For the first time, we demonstrate that flow cytometric analysis of 

mitochondrial potential is a determinant of the level of spoilage of fish fillets.  

Flow cytometry is used specifically in the food field to evaluate microorganisms survival, metabolic 

activities, and stress, both in processing and in finished products ((Malacrinò, Zapparoli, Torriani, & 
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Dellaglio, 2001)). A large number of fluorescent probes are available to assess membrane permeability, 

enzymatic activities, bacterial potential, and various cellular constituents (Sträuber & Müller, 2010).  

The aim of this study was to monitor the status of seabass fillets by flow cytometry analysis of 

mitochondria isolated from these fillets. This method has already been widely used to assess the 

impact of physical or chemical treatments on different types of tissue (Cottet-Rousselle, Ronot, 

Leverve, & Mayol, 2011; Mattiasson, Friberg, Hansson, Elmér, & Wieloch, 2003). The mitochondrial 

marker that has been retained as the most pertinent for these studies is membrane potential. Over a 

long period of time, the mitochondrial potential collapses. To detect these different states, 

mitochondrial enriched fractions were studied with two mitochondrial membrane potential 

measurement probes: Tetra Methyl Rhodamine Methyl ester (TMRM) and Rhodamine 123 (Shapiro, 

2000). The selection of mitochondria was carried out according to two criteria: their size and specific 

marking by Nonyl Acridine Orange (NAO) that binds specifically to cardiolipin in the inner membrane 

of the mitochondria (Mattiasson, 2004) in order to measure the impact of storage at 4°C over time on 

the mitochondrial membrane potential. 

2. Materials and methods 

2.1. Reagents 

4-morpholinepropanesulfonic acid (MOPS), bovine serum albumin (BSA), Carbonyl cyanide 3-

chlorophenylhydrazone (CCCP), ethylene-bis(oxyethylenenitrilo)tetraacetic acid (EGTA), malate, 

proteinase type XXIV, Rhodamine 123 (Rh123), succinate, Tetra Methyl Rhodamine Methyl ester 

(TMRM), Tris (hydroxymethyl)aminomethane (Trizma® base) were purchased from Sigma-Aldrich (St. 

Louis, MO, USA). Nonyl Acridine Orange (NAO), Potassium chloride (KCl) and glutamate were acquired 

from Fisher Labosi (Paris, France). Magnesium chloride (MgCl2), potassium dihydrogen phosphate 

(KH2PO4) and sucrose were purchased from Acros Organics (Fair Lawn, NJ, USA). Rh123, TMRM and 

CCCP were prepared in dimethyl sulfoxide (DMSO) purchased from Thermo Scientific (San Diego, CA, 

USA). 
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2.2. Fish muscle  

European seabass (D. labrax) (300–400 g) were sourced from Aquanord sea farm (Gravelines, France), 

as previously described (Cléach et al., 2019). Upon arrival at the laboratory, 2 hours after death, the 

fish were immediately filleted. The fillets were stored on ice in a cold room (at 4°C to prevent the ice 

from melting too quickly) for seven days and used for experiments every other day for seven days: D0, 

D1, D3, D5 and D7. The ice was renewed every day. A plastic wrap was used to avoid contact between 

the fillets and ice or accumulating water.  

2.3. Mitochondrial isolation 

Mitochondria were isolated from the fillets of different fish. A piece about 0.5 cm3 (500 mg) of red 

muscle harvested from the medial portion of the lateral fillet line was dissected from the fillets and cut 

into thin strips. The obtained strips were incubated at 4°C for 5 minutes with 2 mL isolation buffer (ISA: 

180 mM KCl, 80 mM sucrose, 5 mM MgCl2, 10 mM Tris, 2 mM EGTA, pH 7.2 at 4°C) containing 0.2 

mg.mL-1 of bacterial proteinase type XXIV. The tissue suspension was poured into a 3 mL glass Potter 

homogenizer and homogenized for 3 min using a motorized Teflon pestle at 300 rpm. The homogenate 

was centrifuged at 7,500 g for 5 minutes. The resulting pellet was resuspended in 1.5 mL isolation 

buffer containing 2 mg.mL-1 of fatty acids free BSA and homogenized with pestle motor mixer. The 

homogenate was then centrifuged at 700 g for 5 min. The supernatant was filled to 1.5 mL with 

isolation buffer and centrifuged at 1,500 g for 5 min. The supernatant was centrifuged again at 7,000 

g for 5 min. The mitochondrial pellet obtained was resuspended in the isolation buffer. Protein 

concentration was determined using the Bio-Rad protein assay kit, derived from the Bradford method, 

using BSA as a standard. All mitochondrial isolation steps were performed in a cold room at 4°C. To 

conduct oxygraphy and flow cytometry studies, the mitochondrial pellet was resuspended in 

respiration buffer (125 mM KCl, 20 mM MOPS, 10 mM Tris, 10 μM EGTA, 2.5 mM KH2PO4, 2 mg.mL-1 

fatty acids free BSA, pH 7.2). For flow cytometry measurements, the amount of mitochondria was 

adjusted to 50,000 events per µL.  

2.4. Transmission electron microscopy 
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The isolated mitochondrial pellets were fixed in 2.5% glutaraldehyde buffered with 0.1M sodium 

cacodylate, postfixed in 1% osmium tetroxide in the same buffer and stained with 2% uranyl acetate. 

After acetonitrile dehydration, samples were embedded in epon-like resin (Embed-812). Ultrathin 

sections (90 nm) were cut using a Leica UC7 ultramicrotome and collected on 150 mesh hexagonal 

barred copper grids. After staining with 2% uranyl acetate prepared in 50% ethanol, and incubation 

with a lead citrate solution, sections were observed on a Hitachi H-600 transmission electron 

microscope equipped with a W electron source (operated at 75kV) and a side mounted Hamamatsu 

C4742-95 digital camera.  

2.5. Respiratory control ratio 

The respiratory control ratio (RCR) of isolated mitochondria was obtained as follows. Oxygraphy (Rank 

Brothers digital model 10, Cambridge, United Kingdom) was used to monitor the oxygen consumption 

of isolated mitochondria at 25°C. Firstly 2.1 mL of respiration buffer were added to the oxygraphic 

chamber supplemented with a mixture of glutamate (5 mM), malate (2 mM), and succinate (5 mM). 

Then, mitochondria were added to a final concentration of 0.2 mg/mL. RCR was calculated as the ratio 

of state 3 to state 4 rates of respiration (n =3) (Cléach et al., 2019). RCR was evaluated without a probe 

(control) and with TMRM and Rh123 probes at a concentration of 50 nM.  

2.6. Flow cytometry 

A flow cytometer (CytoFLEX Beckman Coulter Life Sciences, Paris, France) was used to monitor the 

fluorescence of TMRM and Rh123 in order to evaluate changes in mitochondrial potential of isolated 

mitochondria extracted at different storage times from Day 0 to Day 7. For this manipulation, the 

“Blue” laser (488 nm) was used to excite the fluorochromes TMRM and Rh123. The fluorescent channel 

“PE” (585 nm ± 42 nm) was used to detect the TMRM emitted fluorescence. The fluorescent channel 

“FITC” (525 nm ± 40 nm) was used to detect the Rh123 and NAO emitted fluorescence. For each 

condition, autofluorescence of cells without staining was analyzed. Data were analyzed using Kaluza 

software (Beckman Coulter Life Sciences). To evaluate isolated mitochondrial yield, NAO (100 nM), 

which binds to cardiolipin in the inner mitochondrial membrane, was used. 
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To measure mitochondrial potential, 1 mL of respiration buffer was added at 25 °C to a 5 mL round-

bottom polypropylene tube designed for flow cytometry analysis. TMRM or Rh123 (50 nM), without 

or with substrates (glutamate (5 mM), malate (2 mM) and succinate (5 mM)) were added to the 

respiratory buffer. For the acquisition, between 1 to 1.6 µL isolated mitochondria were added in order 

to record 50,000 events using the 10 µL.min-1 setting for sample flow rate. In the absence of respiratory 

substrates, the isolated mitochondria oxidize the undefined endogenous substrates initially present in 

the mitochondria after extraction. The decoupling agent CCCP (1 µM final concentration) was then 

added to the preparation to disrupt the potential, leading to the TMRM or Rh123 output from the 

mitochondria matrix. The percentage of depolarized mitochondria in the presence of CCCP with and 

without substrates was the negative control.  

2.7. Statistical analysis 

The statistical analysis was performed by ANOVA and generated with SPSS 17 software. Changes in 

percent mitochondrial polarization over time were assessed in triplicate. Data are expressed as mean 

± standard deviation. Unpaired two-sample t-tests were used to express the significance of difference 

(p < 0.05) between means, and Levene’s test was used to determine the homogeneity of variance. 

3. Results 

3.1. Electron microscopic analysis of isolated mitochondria  

Electron microscopy had a dual purpose. It consisted, on the one hand, in checking the status of purity 

of the preparation and, on the other, in controlling the status of the mitochondria after extraction (Fig. 

1). The vast majority of the isolated mitochondria was quite well preserved. However, differences in 

enrichment were observed between preparations. The enrichment level on day 4 was higher than on 

D0 and D7. Mitochondrial extracts showed rough reticulum debris and the presence of various vesicles. 

However, the size of these vesicles was much smaller (> 0.5 μm). The presence of myofibrillar debris 

was easily identifiable on these images (Fig. 1). The size of the mitochondria in the isolate remained 

fairly homogeneous and varied between 1 and 2 μm. The size of the mitochondria was fairly 
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homogeneous across the images (Fig. 1A to 1C and 1A’ to 1C’), indicating that the mitochondria do not 

exhibit excessive swelling during the storage period of the fillets at 4°C. By D0, the mitochondria 

appeared with well-defined membranes and a well-formed network of crests. On some mitochondria, 

detachment of the crests revealed intermembrane spaces (to be distinguished from vacuolization) (Fig. 

1A and 1A'). On D4, the density of the outer membrane seemed decreased for certain mitochondria. 

The network of crests sometimes appeared disorganized for some mitochondria. At this stage, 

densification (in black) could be observed at different locations of the mitochondrial matrix (Figure 1.B 

and 1B'). By D7, the mitochondria retained their shape, but the outer membranes and crests were 

disorganized. Initial vacuolization could be observed. Similarly, the dense granules were a little more 

visible at D7 (Fig. 1C and 1C'). 

3.2. Mitochondrial targeting 

The heterogeneity of the isolates obtained led to discrimination of mitochondria compared to other 

cellular debris. A first selection was made according to particles size and structure (Side scatter SSC 

and Forward scatter FSC analysis) (Fig. 2.A). The gate selected made it possible to focus on the 

elements of interest in a region called R1, which represented 75.38% of 10,000 events (Fig. 2.A). Events 

within R1 were plotted for their fluorescence at 525 nm to determine the unstained control sample 

(Fig. 2B). Two different regions were identified: R2 (64.88% of R1 events) and R3 (0.07% of R1 events). 

In this case, the distribution of particles between regions R2 and R3 was 99.9% and 0.1%, respectively 

(Fig. 2B). To determine the proportion of mitochondria from the R1 region, the sample was labelled 

with NAO (Fig. 2.C). In this case, the R2 region represented 9.74% of the R1 events, while the R3 region 

represented 53.37% of the R1 events. The distribution of particles between the R2 and R3 regions, 

where particles were NAO-positive, was 15.43% and 84.57%, respectively (Fig. 2C).  

These results confirmed that the R1 region was very largely composed of mitochondria. This region 

was studied when marking the mitochondria with TMRM and Rh123 to measure the potential at 

different storage times at 4°C. NAO and TMRM/Rh123 labeling were not carried out together, due to 

the proximity of their emission spectra. 
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3.3. Mitochondrial membrane potential 

Mitochondrial activity was studied according to the storage time of the seabass fillets at 4°C. Changes 

in the native mitochondrial potential of isolated red muscle mitochondria from seabass fillets stored 

at 4°C were monitored over time, from D0 to D7. In order to ensure that the probe concentrations had 

no impact on mitochondrial respiration, and therefore on mitochondrial potential, the measurement 

of respiration was carried out in the absence of probes and in the presence of TMRM or Rh123. The 

presence of these probes at concentrations used for flow cytometry (50 nM) had no impact on 

respiration (Respiratory Control Ratio: RCR). RCR was determined from isolated mitochondria in the 

absence of probes and in the presence of TMRM or Rh123 fluorescent probes. The hundred percent 

was the relative calculation of the RCR obtained without probe (n=3, p> 0.05, Student’s t-test). TMRM 

had a percentage of 93.5 ± 13, while Rh123 had a percentage of 104 ± 17. These two probes could thus 

be used to measure potential variations in the isolated mitochondria seabass.  

3.3.1. Mitochondrial membrane potential without substrates 

The native mitochondrial potential corresponds to the potential of the mitochondria without the 

addition of substrates. 

3.3.1.1. Measurements of the membrane potential with TMRM and without substrates 

The level of TMRM incorporation in isolated mitochondria from seabass fillets was studied at different 

storage times in the absence of substrates (Fig. 3A). The CCCP indicator at D0 dissipated the 

mitochondrial potential and showed that the mitochondria fixed the probe. This negative control 

verified the fluorescence level of fully depolarized mitochondria. At D0, in the presence of CCCP, 

mitochondria were highly depolarized. Mitochondria located in the R2 region (81.34 %) showed low 

potential (Fig. 3A). At D0, the level of probe incorporation was elevated: 70.48% of the mitochondria 

had a high potential (R3 region), compared to 9.68% at low potential (R2 region) (Fig. 3A). The 19.83% 

(% (R1 – (R2+R3) events) of undetected events in these two areas corresponded to elements other 

than the mitochondria. They most likely reflected the percentage of purity of the mitochondrial 
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homogenate (80.17%). The distribution of mitochondria between the R2 and R3 regions was 12.08% 

and 87.92%, respectively reflecting a very large majority of isolated mitochondria with a high potential. 

From D0 to D7, the potential of mitochondria isolated from seabass samples gradually decreased over 

storage time. The percentage of high potential mitochondria decreased from 57.54% at D1 to 15.12% 

at D7 (Fig. 3A). Conversely, the percentage of low potential mitochondria increased from 22.5% at D1 

to 63.41% at D7 (Fig. 3A). At D7, the distribution of mitochondria between the R2 and R3 regions was 

80.75% and 19.25%, respectively reflecting a very large majority of isolated mitochondria with low 

potential. Using TMRM probe in the absence of substrates, the preservation of fish fillets at 4°C was 

accompanied by a loss of mitochondrial potential over time. 

3.3.1.2. Measurements of membrane potential with Rhodamine 123 and without substrates 

The results obtained with TMRM were confirmed with the use of a second potential probe: Rh123 (Fig. 

4A). CCCP was also used as a negative control. At D0, in the presence of CCCP, mitochondria were 

highly depolarized. Mitochondria located in the R2 region (76.92%) showed low potential (Fig. 4A). At 

D0, the percentage of high-potential mitochondria was high (72.63%), compared with 10.53% of low-

potential mitochondria (Fig. 4A). The 16.84% (% (R1 – (R2+R3) events) of undetected events in these 

two areas corresponded to elements other than the mitochondria. They reflected the percentage of 

purity of the mitochondrial homogenate (83.16%). The distribution of mitochondria between the R2 

and R3 regions was 12.67% and 87.33%, respectively reflecting a very large majority of isolated 

mitochondria with a high potential. From D0 to D7, the potential of mitochondria isolated from seabass 

samples gradually decreased over the storage time. The percentage of high-potential mitochondria 

decreased from 36.40% at D1 to 7.74% at D7 (Fig. 4A). Conversely, the percentage of low-potential 

mitochondria increased from 43.02% at D1 to 64.49% at D7 (Fig. 4A). At D7, the distribution of 

mitochondria between the R2 and R3 regions was 89.28% and 10.72%, respectively reflecting a very 

large majority of isolated mitochondria with a low potential. Using the Rh123 probe in the absence of 

substrates, the preservation of fish fillets at 4°C was accompanied by a loss of mitochondrial potential 

over time. 
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3.3.1.3. Summary of the analysis with fluorescent probes without substrates 

These results obtained with each of the two probes showed that discrimination by the size and 

structure of the mitochondria made it possible to eliminate the contaminants and to measure the 

physiological status of the mitochondria via their potential. Without substrates, mitochondria isolated 

from seabass samples rapidly lost their potential over time (Fig. 5A and 5B). Using TMRM or Rh123 

probes without substrates, a significant decrease in the percentage of polarized mitochondria was 

observed from D0 to D7. TMRM was a more sensitive probe than Rh123 for the measurement of 

mitochondrial potential over time, especially between D0 and D5. At D7 they reached a very low 

potential level, close to that of CCCP depolarized mitochondria.  

3.3.2. Mitochondrial membrane potential repolarization with substrates 

Post-mortem biochemical reactions are numerous and contribute to the production of many 

metabolites, such as pyruvate (glycolytic pathway). Different types of metabolites are able to 

constitute substrates for the mitochondrial respiratory chain, such as glutamate, malate and succinate. 

The availability of these substrates could therefore condition the physiological activity of mitochondria 

in post-mortem tissue. The purpose of adding the substrates was to study the post-mortem 

physiological activity of isolated mitochondria. In this part, we compared the potential of isolated 

mitochondria using two different probes (TMRM and Rh123) in the presence of substrates (Fig. 3B and 

4B).  

3.3.2.1. Measurements of the membrane potential with TMRM and with substrates 

CCCP was used as a negative control. At D0, in the presence of CCCP, mitochondria were highly 

depolarized. Mitochondria located in the R2 region (93.28%) showed low potential (Fig. 3B). From D0 

to D5, the addition of substrates led to a relatively large increase of the mitochondrial potential (Fig. 

3B). The substrate effect was greater as the storage time increased. At D0, the distribution was as 

follows: 87.75% of mitochondria were at high potential, and 1.77% of mitochondria were at low 

potential, with a distribution of mitochondria between the R2 and R3 regions of 1.98% and 98.02% 

respectively, reflecting a very large majority of isolated mitochondria with a high potential (Fig. 3B). At 
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D5, the high/low potential distribution was 61.80%/7.19%. Similarly, at D7, the distribution was as 

follows: 54.83% of mitochondria were at high potential and 22.05were at low potential (Fig. 3B). At 

D7, the distribution of mitochondria between the R2 and R3 regions was 28.68% and 71.32%, 

respectively showing a greater proportion of high potential mitochondria in the presence of substrates 

compared to the same time in the absence of substrates (Fig. 4A and B). 

3.3.2.2. Measurements of the membrane potential with Rh123 and with substrates 

CCCP was used as a negative control. At D0, in the presence of CCCP, mitochondria were highly 

depolarized. Mitochondria located in the R2 region (90.06%) showed low potential (Fig. 4B). From D0 

to D5, the addition of substrates led to a relatively large increase of the mitochondrial potential. The 

substrate effect was greater as the storage time increased indicating depletion of endogenous 

substrates throughout time post mortem. At D0, the distribution was as follows: 78.77% of 

mitochondria were at high potential, and 12.15 % were at low potential, with a distribution of 

mitochondria between the R2 and R3 regions of 13.36% and 86.64%, respectively reflecting a very 

large majority of isolated mitochondria with a high potential (Fig. 4B). At D5, the high/low potential 

distribution was 29.13%/46.91%. Similarly, at D7, the distribution was as follows: 24.49% of 

mitochondria were at high potential, and 46.55% were at low potential (Fig. 4B). At D7, the distribution 

of mitochondria between the R2 and R3 regions was 65.52% and 34.48%, respectively reflecting a large 

majority of isolated mitochondria with a high potential with substrates. 

3.3.2.3. Summary of the analysis with fluorescent probes with substrates 

With substrates, mitochondria isolated from seabass samples have gradually lost their potential over 

time (Fig. 5A and 5B). Using TMRM or Rh123 probes with substrates, a significant decrease in the 

percentage of polarized mitochondria was observed from D0 to D7. TMRM was a more sensitive probe 

than Rh123 for the measurement of mitochondrial potential over time, especially between D0 and D7. 

3.3.3. Comparative study between staining mitochondria without or with substrates 
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The substrates malate, glutamate and succinate largely contributed to repolarize the mitochondria. 

The effect of the substrates was much lower at D5 and D7 (Fig. 3B and 4B). At these times, a significant 

proportion of the mitochondria were no longer repolarizable after the addition of substrates. At D7, 

with the TMRM probe, the addition of substrates induced a high/low distribution of 54.83%/22.05% 

versus 87.75%/1.77% at D0 (Fig. 3B). The trends were equivalent with Rh123 (Fig. 4B), although the 

relative percentages of high potential mitochondria were lower. The difference in the percentage of 

polarized mitochondria with substrates performed on several kinetics (n = 3) was very significant for 

times D3, D5 and D7 (Fig. 5A and 5B). The proportion of non-polarizable mitochondria by the substrates 

increased rapidly beyond D7 (results not shown), which indicated profound alteration of the 

mitochondria and more precisely uncoupling of the mitochondrial inner membrane. These results 

complemented those obtained from previous studies (Cléach et al., 2019; Cléach et al., 2020; Cléach 

et al., 2018) by showing that the effect of substrates can also provide important information on the 

physiological status of the mitochondria and thereby the tissue. 

4. Discussion 

Flow cytometry is a technique used to assess the characteristics of whole cell mitochondria and 

isolated mitochondria. The interest of working on isolated mitochondria is twofold: it allows 

mitochondria to be isolated from any tissue, and it provides an idea of the physiological status of the 

tissue (Lampl, Crum, Davis, Milligan, & Del Gaizo Moore, 2015). On the other hand, flow cytometry of 

isolated mitochondria can also detect morphological variations and subpopulations of mitochondria 

(Fuller & Arriaga, 2003). In a previous study, we demonstrated that the freshness of seabream fillets 

could be assessed by isolated mitochondria activity. We measured the respiration and mitochondrial 

potential on red muscle isolated mitochondria and correlated the freshness level with loss of 

mitochondrial potential (Cléach et al., 2020). The originality of this study lies in the fact that the 

freshness evaluation of fish fillets was measured by flow cytometry of red muscle mitochondria 

isolated from seabass fillets. These results confirmed the relevance of mitochondrial potential in fish 

freshness measurement. Mitochondrial potential is a reliable indicator of the physiological status of 
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the cell or tissue. It is altered when tissue is ischemic (lack of oxygen) (Lee & Wei, 2012) and deprived 

of nutrients (disruption of energy metabolism) (P. X. Petit, O'connor, Grunwald, & Brown, 1990). 

Mitochondrial potential is also affected when cell integrity is affected (Jayaraman, 2005). 

Consequently, the mitochondrial potential evaluation of isolated mitochondria reflects the cellular 

status and tissue damage. In this study, purity of the isolated mitochondria preparation for the electron 

microscopy analyses showed enrichment in mitochondria, which may vary slightly following extraction. 

Preserving the size and overall structure of the mitochondria over 7 days allowed them to be selected 

in the same gate (from D0 to D7). We did not observe any significant changes in the size and structure 

of the mitochondria over 7 days in the selected population. However, there is still a risk of losing a 

subpopulation of extraction-sensitive mitochondria. In this study, we probably did not recover all the 

mitochondria. However, the mitochondria that were isolated gave sufficient information to inform us 

of the physiological status of the tissue. Additionally, flow cytometry analysis made it possible to pre-

select the organelle population of interest (in this case mitochondria) and to dispense with more 

restrictive purification protocols (Percoll) (Sims & Anderson, 2008). Flow cytometry analysis made it 

possible to work on small samples (10,000 to 50,000 events) and to focus on mitochondria, eliminating 

cellular constituents that were not of interest. In the flow cytometric analysis, elements were pre-

selected according to their size and structure in order to remove the major contaminants from the 

mitochondrial homogenate. A second selection was done by specifically labeling the samples with 

NAO, a reliable marker of mitochondria. The high affinity of NAO for cardiolipins explains its high 

specificity for mitochondria (J. M. Petit, Maftah, Ratinaud, & Julien, 1992). This verified that 80–85% 

of the events were selected from the NAO-labelled gate. In the selected gate, the percentage of 

mitochondria was very high and these samples were therefore a representative image of the 

mitochondria extracted from the seabass fillets.  

4.1. Measurement of mitochondrial potential  

Flow cytometry of isolated mitochondria made it possible to measure mitochondrial alterations based 

on various markers: the measurement of membrane potential loss and the generation of reactive 
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oxygen species (ROS), for example. Numerous studies have shown that the extraction of mitochondria 

is weakly denaturing, and that the isolated mitochondrial potential measurement from muscle tissue 

was very close to mitochondria in situ (Hosseini, Shaki, Ghazi-K.M., & Pourahmad, 2013). Flow 

cytometry of isolated mitochondria constitutes an alternative to flow cytometry techniques using cells 

isolated from tissues (Juan, Cavazzoni, Saez, & O'connor, 1994; Sung et al., 2010). In toxicology, the 

effect of drugs on tissue can be measured by analyzing the mitochondrial potential of single 

mitochondria (Kaufmann et al., 2006). The aging of tissues has also been evaluated through the loss of 

mitochondrial potential and the increase in ROS on mitochondria isolated from this tissue (Hagen et 

al., 1997). The loss of mitochondrial potential could come from membrane permeabilization due to 

permeability transition pores associated with necrotic and apoptotic processes (Lecoeur et al., 2004) 

or lipid peroxidation by oxygen free radicals (Paradies et al., 1999). In this study, the potential of 

mitochondria isolated from red muscle of seabass fillets decreased over time. At D0, the proportion of 

high potential mitochondria was high. The number of high potential mitochondria decreased over 

time. At D7, the majority of mitochondria isolated from seabass fillets were at low potential. Beyond 

D7, the mitochondrial potential continued to decrease and tended towards a zero potential at D9 

(supplemental data). It was particularly interesting to observe that red muscle mitochondria manage 

to maintain potential over this period of time. Mitochondrial potential decreased almost linearly over 

time, and therefore constitutes an essential marker for measuring the freshness of fish fillets.  

4.2. Mitochondria repolarization 

Isolated mitochondria lost their potential almost linearly with storage time at 4°C without and with 

substrates. Decreased potential is known to attenuate the generation of ROS (Sack, 2006), which can 

cause irreversible damage. However, the loss of mitochondrial potential could simply be related to the 

availability of the substrates for the mitochondria. The addition of succinate, glutamate and malate 

helped to repolarize the mitochondria. Until D5 with TMRM probe, the addition of substrates made it 

possible to regain the native potential (D1 without substrates). After this time, part of the mitochondria 

could no longer be polarized by the substrates, resulting in an irreversible loss of mitochondrial 
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potential. The availability of substrates in the tissue therefore appeared to be decisive for the 

maintenance of mitochondrial activities. Our analysis made it possible to distinguish three levels of 

freshness. The amount of high potential mitochondria corresponded to ultra-fresh tissue status. 

Subsequently, mitochondria showed decreased potential and could be repolarized. This corresponded 

to an intermediate status of freshness. Finally, a third status was observed: the mitochondria were 

depolarized and were difficult to repolarize. Moreover, the alteration of the potential was greater in 

white tissue (result not shown) than in red tissue. Therefore, the maintenance of mitochondrial 

potential could result from higher maintenance of substrates in red tissue than in white tissue. 

Glycogen reserve and post-mortem lactate production is higher in red muscle (Choe et al., 2008). The 

LDH level is 200 to 240 times higher in red tissue than in white tissue (Yoshida et al., 2007). Therefore, 

the production of substrates such as pyruvate, able to maintain the mitochondrial potential in post 

mortem conditions, would be greater in red muscle (Yu, Tian, Shao, Li, & Dai, 2019). The maintenance 

of mitochondrial potential could also be linked to the substrates available in the seabass tissue. 

5. Conclusion 

Flow cytometric analysis of mitochondria isolated from red muscle of seabass fillets and stored at 4°C 

showed mitochondrial potential loss over time. This analysis made it possible to distinguish three levels 

of freshness: the ultra-fresh level corresponding to fillets where the mitochondria retain high 

membrane potential; the intermediate freshness level where mitochondria have lost some of their 

potential but remain repolarizable after the addition of substrates; and lastly, the lower freshness level 

where mitochondria have lost their potential and are no longer repolarizable by substrates. Flow 

cytometric analysis of the potential of mitochondria isolated from seabass fillets is a highly reliable 

method that should be developed to confirm the freshness of fish. 
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Figure  

 

Figure 1: Electron microscopy of mitochondria isolated from seabass fillets stored at 4°C 

A. Day 0; B. Day 4; C. Day 7 (Magnification X15000) 

A’. Day 0; B’. Day 4; C’. Day 7 (Magnification X30000) 
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Figure 2: Isolated mitochondria selection based on size (Forward Scatter: FSC), structure (Side Scatter: 

SSC) and on selective labeling of mitochondria cardiolipin with 100 nM NAO (Nonyl Acridine Orange) 

A. Choice of the gate among 10,000 events. Definition of the R1 region and its proportion (%) of the 

total 

B. Fluorescence at 525 nm of the events within R1 for an unstained control sample. Definition of the 

R2 and R3 regions and their proportion of the R1 region 

C. Fluorescence at 525 nm of the events within R1 for a NAO stained sample. Proportion of regions R2 

and R3 of the R1 region 
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Figure 3: Measurements of the membrane potential with TMRM in mitochondria isolated from seabass 

fillets for different storage times (Day 0 to Day 7) 

A. The TMRM probe was used at a concentration of 10 nM and fluorescence emission was measured 

at 585 nm in the absence of substrates (glutamate, malate and succinate) 

B. The TMRM probe was used at a concentration of 10 nM and fluorescence emission was measured 

at 585 nm in the presence of substrates (glutamate, malate and succinate) 

The negative control was obtained by dissipation of the mitochondrial potential with CCCP (2 µM) at 

D0 

Events were followed between the R1, R2 and R3 regions. The percentages were expressed on the 

total events of the R1 gate (% Gated). The distribution of events between the R2 and R3 regions was 

expressed as a percentage of all events related to these two regions: % (R2+R3) 
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Figure 4: Measurements of membrane potential with Rhodamine 123 in mitochondria isolated from 

seabass fillets for different storage times (Day 0 at Day 7) 

A. The Rh123 probe was used at a concentration of 10 nM and fluorescence emission was measured 

at 525 nm in the absence of substrates (glutamate, malate and succinate) 

B. The Rh123 probe was used at a concentration of 10 nM and fluorescence emission was measured 

at 525 nm in the presence of substrates (glutamate, malate and succinate) 

The negative control was obtained by dissipation of the mitochondrial potential with CCCP (2 µM) at 

D0 

Events were followed between the R1, R2 and R3 regions. The percentages were expressed on the 

total events of the R1 gate (%Gated). The distribution of events between the R2 and R3 regions was 

expressed as a percentage of all events related to these two regions: % (R2+R3) 
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Figure 5: Percentage of polarized mitochondria evolution in seabass fillets stored at 4 ° C for different 

storage times (Day 0 at Day 7) 

A. The polarization of the mitochondria was carried out with the TMRM probe used at the 

concentration of 10 nM and fluorescence emission was measured at 525 nm in the presence and in 

the absence of substrates (glutamate, malate and succinate) 

B. The polarization of the mitochondria was carried out with the Rh123 probe used at the 

concentration of 10 nM and fluorescence emission was measured at 525 nm in the presence and in 

the absence of substrates (glutamate, malate and succinate) 

The negative control was obtained by dissipation of the mitochondrial potential with CCCP (2 µM) at 

D0 

Asterisks denote values that are significantly different at different storage times. The t-test and 

Levene’s test were carried out on three different storage time measurements in triplicates for each 

timepoint using the SPSS Statistics 17 program. 

* p < 0.05 versus D0 

** p < 0.05 versus “with substrates” 

Figure for supplemental data: Measurements of the membrane potential with TMRM in mitochondria 

isolated from seabass fillets for different storage times (Day 0, Day 7, Day 9) 

A. The TMRM probe was used at a concentration of 10 nM and fluorescence emission was measured 

at 585 nm in the absence of substrates (glutamate, malate and succinate) 

B. The TMRM probe was used at a concentration of 10 nM and fluorescence emission was measured 

at 585 nm in the presence of substrates (glutamate, malate and succinate) 

The negative control was obtained by dissipation of the mitochondrial potential with CCCP (2 µM) at 

D0 
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Informations complémentaires sur l’article 1 

La congélation/décongélation dans des conditions industrielles entraîne une profonde 

perméabilisation des mitochondries. L’un des objectifs de ma thèse était d’utiliser cette 

caractéristique pour pouvoir discriminer les mitochondries isolées de filets frais et les 

mitochondries isolées de filets congelés/décongelés en cytométrie de flux (Figure 50 ci-

dessous). L’analyse de la taille et de la structure a été réalisée sur les mitochondries isolées de 

filets frais ou congelés/décongelés. Les mitochondries ont été analysées selon leur taille et 

leur structure. Le FSC (Forward Scatter) correspond à la lumière diffractée et est associée à la 

taille et à la surface cellulaire. Le SSC (Side Scatter) correspond à la lumière réfléchie et 

réfractée. Elle dépend de la granularité et de la complexité de l’élément à analyser. Nous 

avons remarqué que les mitochondries « sortent » exactement au même endroit de la « gate 

définie ». Par conséquent, les mitochondries ne semblent pas avoir été gonflées ou 

vacuolisées suite au choc congélation/décongélation. 

 

Figure 50 : comparaison de la taille structure de mitochondries isolées d'un filet frais et de mitochondries isolées d'un filet 
décongelé 

L’extraction des mitochondries est un procédé qui sélectionne les mitochondries les moins 

altérées, ce qui peut apporter un biais dans l’analyse. L’analyse est un peu plus restreinte car 

elle se fait sur une population qui a subi le moins de dommages. Il pouvait cependant être 

intéressant de regarder si les mitochondries isolées présentaient des différences de 

perméabilité.  
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L’approche a donc consisté à utiliser le calcium intramitochondrial comme marqueur de 

perméabilisation. Les mitochondries accumulent le calcium dans la matrice mitochondriale et 

le flux de calcium sera lié à la perméabilisation des mitochondries. La congélation entraîne 

une rupture des membranes et donc une fuite de calcium qui devait être détectable en 

utilisant une sonde calcique (Calcéine AM). L’hypothèse était la suivante : à l’état frais les 

mitochondries maintiennent une concentration élevée en calcium. Cette concentration va 

être dépendante de l’ouverture des mPTP et de l’intégrité des membranes mitochondriales. 

L’analyse a porté sur la comparaison des niveaux de fluorescence des mitochondries isolées 

de filets frais conservés à 4°C avec les mitochondries isolées de filets congelés/décongelés 

(Figure 51 ci-dessous). 

 

Figure 51 : Intégration de la calcéine par les mitochondries isolées de daurade royale (Sparus aurata) à différents temps de 
conservation 

L’autofluorescence correspond à la fluorescence des mitochondries non marquées (témoin 

négatif). Pour les mitochondries isolées de filets frais et conservés une journée à 4°C, le niveau 

de fluorescence des mitochondries est élevé. La Calcéine AM marque les mitochondries, ce 

qui correspond à un niveau de calcium intra-mitochondrial élevé. De J4 à J7, la fluorescence 

des mitochondries reste élevée, ce qui correspond à une intégration importante de la calcéine 

AM et donc à une concentration intra-mitochondriale en calcium élevée. 

Auto-fluorescence 

Filet frais J1 

Filet frais J4 

Filet frais J7 

Filet frais J9 

Filet décongelé 

Intensité de fluorescence Sonde Mitoprobe laser FITC 
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A J9, la fluorescence des mitochondries est beaucoup plus faible, ce qui correspond à une 

intégration moins importante de la sonde. La concentration intra-mitochondriale en calcium 

est beaucoup moins importante. Certaines mitochondries restent cependant marquées, ce qui 

montre une hétérogénéité au niveau de la concentration en calcium sur les mitochondries 

isolées de filets conservés 9 jours à 4°C. Cette hétérogénéité pourrait être exploitée pour 

discriminer les filets frais des filets décongelés. En effet, les mitochondries isolées de filets 

congelés/décongelés présentent un niveau de fluorescence très faible (proche de 

l’autofluorescence) ce qui signifie une faible incorporation de calcéine AM et donc une faible 

concentration intracellulaire en calcium. D’autre part, ce travail a également permis de 

constater que les mitochondries isolées de filets frais étaient sensibles à l’ionomycine. Le 

reliquat de gradient de calcium pouvait être dissipé par l’utilisation d’ionomycine alors que les 

mitochondries isolées de filets congelés/décongelés étaient insensibles à l’ionomycine (le 

gradient de calcium étant déjà dissipé). 

La concentration en calcium des mitochondries est très dépendante du niveau de 

perméabilisation des mitochondries. Comme nous avions pu le constater pour le potentiel 

mitochondrial, l’altération de la perméabilité des membranes mitochondriales est plus 

importante sur le muscle blanc que sur le muscle rouge. Par conséquent, la fuite de calcium 

semble très liée au potentiel mitochondrial, ce qui signifie que si cette approche semble 

pertinente et discriminante pour le muscle rouge, elle le sera beaucoup plus pour le muscle 

blanc. 

La difficulté à pouvoir exploiter la différence de perméabilité des mitochondries isolées de 

filets frais et de filets congelés/décongelés en cytométrie de flux nous a incité à envisager 

d’autres méthodes de mesure. La mesure de la perméabilité des membranes mitochondriales 

au NADH reste au centre de nos approches. La sensibilité aux agents perméabilisant des 

mitochondries isolées de filets frais nous a conduit à envisager la mesure d’une perméabilité 

relative pour la suite de nos études. 

(PETIT et al., 1990 ; PETIT et al., 1992 ; JUAN et al., 1994 ; HAGEN et al., 1997 ; PARADIES et al., 1999 

; SHAPIRO, 2000 ; MALACRINO et al., 2001 ; MATTIASSON et al., 2003 ; FULLER & ARRIAGA, 2003 ; 

MATTIASSON, 2004 ; GRUNERT et al., 2004 ; TANG et al., 2005 ; JAYARAMAN, 2005 ; KAUFMANN et al., 

2006 ; SACK, 2006 ; YOSHIDA et al., 2007 ; SIMS & ANDERSON, 2008 ; CHOE et al., 2008 ; STRÄUBER & 
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MÜLLER, 2010 ; SUNG et al., 2010 ; COTTET-ROUSSELLE et al., 2011 ; LEE & WEI, 2012 ; KHER et al., 

2013 ; SIERRA & OLIVAN, 2013 ; HOSSEINI et al., 2013 ; PARLAPANI et al., 2014 ; LAMPL et al., 2015 ; 

KAMIHIRO et al., 2015 ; PINTO et al., 2016 ; HASSOUN & KAROUI, 2017 ; CHAUHAN & ENGLAND, 2018 ; 

CLEACH et al., 2018 ; WU et al., 2019 ; HUANG & AHN, 2019 ; YU et al., 2019 ; CHANG et al., 2020) 
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II. Discrimination frais/décongelé à l’aide de mitochondries 

isolées de tissu rouge 

Les procédés industriels de congélation et de décongélation sont variés. Il est important pour 

la filière aquatique de développer une méthode transversale et sensible qui puisse permettre 

de discriminer l’ensemble des produits aquatiques ayant subi un stade de 

congélation/décongélation. En pratique, les procédés industriels de congélation peuvent 

descendre jusqu’à -80°C. Nous avons donc retenu cette température pour l’appliquer au 

modèle étudié (filets de Daurade) et nous placer dans les meilleures conditions de 

congélation. La décongélation appliquée aux filets est plus lente puisqu’elle a été réalisée à 

4°C. L’étude des conditions de congélation et de décongélation sur la qualité du produit n’a 

pas été envisagée ici. Cependant, il nous apparaissait important de pouvoir tester la méthode 

dans les conditions industrielles de congélation et de décongélation les moins dénaturantes 

possibles. 

Dans de précédents travaux, l’impact de la congélation sur les membranes plasmiques avait 

été approché par l’étude de la libération d’une enzyme cytoplasmique : la lactate 

déshydrogénase (DIOP et al., 2016). La libération de la LDH par autolyse sur des filets de 

daurade royale frais avait été comparée à la libération de l’enzyme sur des filets 

congelés/décongelés. Pour pallier l’hétérogénéité de composition en LDH du tissu, un ratio 

entre la LDH libérée et LDH totale avait été calculé. Ce travail avait permis de mettre en 

relation le temps de conservation, l’autolyse et la libération de LDH. La sensibilité de la LDH à 

la congélation, avait rendu difficile l’exploitation de l’enzyme comme marqueur de 

congélation. 

La recherche d’une enzyme dans les exsudats de produits aquatiques reflétant le niveau 

d’altération des membranes plasmiques et des membranes intracytoplasmiques n’a pas été 

abandonnée pour autant. Les enzymes présentes dans de nombreux organites restent de 

bonnes candidates pour devenir des marqueurs de congélation/décongélation. Les enzymes 

mitochondriales le sont plus particulièrement en raison de l’important réseau membranaire 

qui les constitue.  
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La stratégie qui a été choisie dans le travail qui suit a été de mesurer l’accessibilité d’un 

substrat aux enzymes mitochondriales. Nous avons dans un premier temps travaillé sur des 

mitochondries isolées. Ce modèle permet de nous affranchir de toutes les réactions parasites 

que nous pourrions rencontrer avec un homogénat tissulaire. Il nous a permis de mieux 

comprendre les interactions dans un système isolé et donc plus simple à appréhender. 

Notre premier choix de substrat s’était porté sur le cytochrome c. La sensibilité des 

mitochondries au cytochrome c pouvait constituer un marqueur d’altération des membranes 

externes des mitochondries et donc un marqueur de congélation. Nous ne présenterons pas 

les nombreux travaux associés au cytochrome c dans ce travail de thèse. Cependant, les 

résultats sur les mitochondries isolées de filets frais ont rapidement montré que les 

mitochondries étaient sensibles au cytochrome c pour des temps de conservation supérieurs 

à 4 jours. Le cytochrome c ne pouvait alors pas être un substrat de choix pour discriminer le 

frais du congelé/décongelé. En effet, la conservation des filets à 4°C, renforcée par les étapes 

d’extraction, contribuait à fragiliser la membrane externe des mitochondries. 

Notre choix s’est donc porté sur le NADH en raison de ses caractéristiques. Le premier 

argument de choix est que le NADH ne peut pas passer au travers de la membrane interne des 

mitochondries. Par conséquent, la consommation du NADH par le complexe I pourrait signifier 

une perméabilisation de la membrane interne des mitochondries. Cette perméabilisation peut 

ainsi constituer une approche intéressante pour discriminer les mitochondries isolées de filets 

frais et de filets congelés/décongelés. 

Le second argument repose sur le fait que le NADH est un substrat de nombreuses réactions 

enzymatiques. L’isolement des mitochondries permet d’optimiser le suivi de la consommation 

du NADH par le complexe I. Le suivi a ainsi été réalisé par spectrophotométrie (ʎ = 340nm). Il 

pourrait également se faire en fluorimétrie et présenterait le gros avantage de travailler sur 

un milieu plus hétérogène comme un homogénat tissulaire. 

La perméabilisation de la membrane interne induit l’activation des enzymes de la chaîne 

respiratoire par le NADH. Le suivi de la perméabilisation des membranes des mitochondries 

isolées peut ainsi être mesuré par la consommation d’oxygène. 

La congélation induit de profondes altérations membranaires. Les étapes d’extraction des 

mitochondries peuvent fragiliser les mitochondries déjà exposées. L’extraction pourrait 



 
 

159 
 

A propos de l’article 2 

 
 
 
 

sélectionner les populations de mitochondries les moins fragiles. Dans ce contexte, il était 

important de vérifier si l’analyse des mitochondries isolées pouvait être représentative de 

l’échantillon et permettre de discriminer les produits auqatiques frais des produits 

congelés/décongelés.  

Cette étude a fait l’objet d’un article publié dans la revue Food Control en 2022 : 

(BOUCHENDHOMME et al., 2022). 
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Abstract 

In this study, we investigated the properties of mitochondria to discriminate fresh from frozen-

thawed fish fillets. Mitochondria were isolated from gilthead seabream fillets and the impact of 

freezing was evaluated by measuring the permeability of mitochondrial membranes. Freezing 

led to permeabilization of mitochondrial inner membranes to reduced nicotinamide adenine 

dinucleotide (NADH). The increase in permeability related to freezing shock was compared to 

the physiological permeabilization of mitochondria isolated from gilthead seabream fillets 

stored at 4°C. Two approaches were chosen to measure the increase in permeability: a 

spectrophotometric method to measure the consumption of NADH by complex I, and an 

oxygraphic method to measure O2 consumption by respiratory chains after exposure of 

mitochondria to NADH. Mitochondria isolated from frozen-thawed fillets were highly 

permeable to NADH and were no longer sensitive to a membrane permeabilizing agent: 

alamethicin. Altogether, our scientific approach allowed us to discriminate mitochondria 

isolated from fillets that have been exposed or not to a freezing shock (-80°C) and thus to 

discriminate between fresh and frozen-thawed fish fillets. 
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1. Introduction 

Fish are increasingly being caught far from the place of distribution and consumption. New 

chilling and freezing processes are also making it possible to better preserve fish products 

during transport (Erikson, Misimi, & Gallart-Jornet, 2011; Tolstorebrov, Eikevik, & Bantle, 

2016). New chilling processes called “super chilling” that allow low core temperatures and that 

help to preserve products for longer are now being used. Freezing processes have also evolved 

considerably. Products can now be frozen at ultra-low temperatures (ULT -50°C), which helps 

to preserve their quality (Nakazawa, et al., 2020). 

At sale, different types of fraud may be observed, including substitution of species or sale of 

frozen-thawed fish as fresh fish (Chiesa, et al., 2020). In these conditions, there is a need to 

develop techniques that allow fresh fish to be differentiated from frozen-thawed products. 

The freezing process induces certain disruptions in fish, with changes in muscle structure and 

biochemical parameters. Freezing of seafood products is associated with rupture of the plasma 

and intracytoplasmic membranes (Uemura, et al., 2006), which leads to enrichment of exudates 

in proteins and intracytoplasmic enzymes (Diop, et al., 2016; Ethuin, et al., 2015). 

The rupture of intracellular compartments has been studied through numerous biochemical and 

enzymatic approaches. The nuclear magnetic resonance (NMR) technique makes it possible to 

distinguish fresh fish from frozen-thawed fish by measuring differences in concentrations of 

certain metabolites in tissues (Shumilina, Møller, & Dikiy, 2020). 

Physical and spectral approaches have also been developed. They have the advantage of being 

fast and non-intrusive. They detect the physio-chemical changes that occur in frozen products 

(Velioğlu, Temiz, & Boyaci, 2015) (Fernández-S., et al., 2012). Certain spectroscopic methods 

measure changes in compounds like NADH and are able to discriminate between fresh and 

frozen fish (Hassoun, 2021) (Ottavian, Fasolato, Facco, & Barolo, 2013).Membrane alteration 

is highly dependent on the nucleation of ice crystals and therefore on the rate of freezing. 

Freezing leads to localized increases in solutes, with variations in denaturing osmotic pressure 

(Dalvi-Isfahan, et al., 2019). On the other hand, the freezing temperature affects the proportion 

of free water and the size of the crystals within the tissue. The size of crystals is largely 

responsible for the alteration of cells within the tissue. Ice crystals are formed and an alteration 

of osmotic pressure is also observed, inducing denaturation of proteins (Li, Zhu, & Sun, 2018; 

Strateva & Penchev, 2020). A faster speed of freezing reduces the formation of ice crystals and 

indirectly significantly increases the quality of the fish (Sone, Skåra, & Olsen, 2019). 



 
 

165 
 

Article 2 

 
 
 
 

It appears that intracellular ice formation is more deleterious to tissues. Intracellular crystals 

seem to form at relatively fast freezing rates (2°C/min) versus 0.3°C/min for slow freezing 

(Pegg, 2010). In optimized cryopreservation processes, the quality of vitrification (rapid 

freezing in the presence of high concentrations of a cryoprotective agent) can be assessed by 

measuring mitochondrial integrity (Restrepo, Varela, Duque, Gómez, & Rojas, 2019), although 

these methods are entirely incompatible with the food industry. 

In previous studies, we have shown that mitochondria can be used as a marker of freshness. 

Once isolated from fresh fillets, they gradually lose their potential, which can be measured by 

mitotrackers such as Rhodamine 123 or tetramethylrhodamine, methyl ester (TMRM) in 

fluorimetry and flow cytometry (Cléach, Soret, Grard, & Lencel, 2020; Soret, et al., 2022). 

Damage to mitochondrial membranes from frozen-thawed fillets is accompanied by a loss of 

mitochondrial potential. This loss of potential is, however, not sufficient to justify whether the 

mitochondria were altered by a freezing process. Therefore, we studied the extent of NADH 

diffusion and consumption within the mitochondria to have an index of the degree of inner 

mitochondrial membrane (IMM) permeabilization (Batandier, Leverve, & Fontaine, 2004) to 

discriminate fresh from frozen-thawed fish.  

Two approaches, one enzymatic and the other using oxygen consumption measurement, were 

taken to measure the degree of NADH permeability of mitochondria. The loss of mitochondrial 

integrity was measured by the level of IMM permeability to NADH. The first step was to 

measure the rate of NADH consumption by mitochondria isolated from fresh and frozen-thawed 

fillets. The second step was to study the level of activation of O2 consumption by NADH in the 

presence of mitochondria isolated from fresh fillets or from frozen-thawed fillets. 

2. Materials and methods 

2.1 Biological material 

Gilthead seabream (Sparus aurata) (300–450 g) were sourced from Aquanord-Ichtus sea farm 

(Gravelines, France), as previously described (Cléach, et al., 2019). The fish were kept in 

isothermal polystyrene boxes, with ice. Upon arrival at the laboratory, two hours after death, 

the fish were immediately filleted. The fillets had a size of 16 cm long, 7 cm wide and an 

average weight of 75 g. The fillets were stored on ice in a cold room (+4°C) for eight days. The 

ice was renewed every day. Some fillets were frozen at day 0 at -80°C. These fillets were 

individually placed in freezer bags. They were stored in a freezer at -80°C (Model U725 innova, 

New Brunswick Scientific, New Jersey USA). Analyses were performed at day 1 and day 8 for 

fresh fish, and after 8 days of freezing and two hours of thawing at room temperature for frozen-
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thawed fish. The fillets were then kept at 4°C. Plastic wrapping was used between fillets and 

ice to avoid contact. 

2.2 Reagents  

Bovine serum albumin (BSA), 4-morpholinepropanesulfonic acid (MOPS), ethylene glycol-bis 

(2 amino-ethylether)-N,N,N’,N’-tetraacetic acid (EGTA), sucrose, potassium chloride (KCl), 

Tris(hydroxymethyl)aminomethane (Trizma® base), bacterial proteinase type XXIV, 

alamethicin, β-nicotinamide adenine dinucleotide (NADH), rotenone, decylubiquinone and 

cytochrome c were purchased from Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA). Bio-Rad protein 

assay dye reagent concentrate was purchased from Bio-Rad Laboratories (Munich, Germany). 

Magnesium chloride (MgCl2) and potassium phosphate (KH2PO4) were purchased from Acros 

Organics (Morris Plains, NJ, USA). Alamethicin was prepared in methanol purchased from 

Fisher Scientific (Loughborough, UK). Cytochrome c was prepared in distilled water. 

Decylubiquinone was prepared in dimethyl sulfoxide (DMSO) purchased from Thermo 

Scientific (San Diego, CA, USA). 

2.3 Mitochondrial isolation from fresh and frozen-thawed fish fillets 

Mitochondrial isolation was based on the method developed by Cléach, et al. (2019), using red 

muscle. Red muscle was dissected from the fillet and diced with scissors to obtain a finely cut 

tissue. This tissue was incubated with 25 mL of isolation buffer (180 mM KCl, 80 mM sucrose, 

5 mM MgCl2, 10 mM Tris, 2 mM EGTA, pH 7.2 at +4°C) for 8 min under stirring at +4°C 

supplemented with bacterial proteinase type XXIV. The tissue suspension was poured into a 

30 mL glass Potter homogenizer and homogenized for 3 min using a motorized Teflon pestle 

at 300 rpm (Hei-TORQUE 400, Heidolph instruments, Schwabach, Germany). Initial 

centrifugation was performed at 7,000 g for 10 min (Megafuge 16R Heraeus, Thermo Scientific, 

San Diego, CA, USA). The resulting pellet was then washed with isolation buffer and 25 mL 

of this buffer was added to resuspend the pellet. The homogenate was homogenized at 150 rpm 

for 3 min and then centrifuged at 700 g for 10 min. The supernatant was recovered and 

centrifuged at 1,500 g for 10 min. This step was repeated once. The supernatant was recovered 

and centrifuged one last time at 7,000 g for 10 minutes. All steps were performed at +4°C. The 

mitochondrial pellet was then diluted with 60 µL of isolation buffer. To determine the final 

concentration of the pellet, a Bio-Rad protein assay kit was used. BSA was used as a standard. 

Mitochondria were kept on ice at a final concentration of 50–60 mg.mL-1. 

The same protocol was used for the frozen-thawed fillets. In this case, the final concentration 

of mitochondria was about 20–30 mg.mL-1. 
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2.4 NADH consumption by spectrophotometry 

NADH consumption was measured by spectrophotometry (UV-vis spectrophotometer, UV-

1280, Shimadzu Europa GmbH, Germany) as previously described by Venard, et al. (2003). In 

the spectrometric cuvette, 1 mL of the respiratory buffer was added, then 0.2 mg.mL-1 of 

mitochondria. In all cuvettes, cytochrome c (10 µM) and decylubiquinone (0.1 mM) were 

included. A control cuvette was carried out with addition of rotenone (2.5 µM). Alamethicin 

(2.5 µM) was added to another cuvette, to observe membrane permeabilization. To all cuvettes, 

NADH with final concentration of 0.1 mM was added. Zero calibration was performed before 

addition of NADH and the reading was performed at 340 nm.  

Specific activity (SA) was calculated from the Beer-Lambert law. 

SA = 
(∆𝐴/(𝜀.𝑙))/∆𝑇

[𝑝𝑟𝑜𝑡𝑒𝑖𝑛𝑠]
 µmol of NADH.min-1.mg-1 of proteins 

 = 6220 M-1.cm-1 

Relative specific activity was obtained with this formula: 

% SA = 
𝑆𝐴

𝑆𝐴𝑚𝑎𝑥
× 100 % 

SA max was represented by fresh fillets at D1 in the presence of alamethicin. 

2.5 O2 consumption by oxygraphy 

Consumption monitoring was done using an oxygraph O-2k (Oroboros Instruments, Innsbruck, 

Austria). 100 % calibration was performed in the presence of the maximum amount of O2 when 

the chamber was open. Similarly, 0 % calibration was performed using dithionite. A respiratory 

buffer was added to the chamber. An amount of 2.5 mL of the respiratory buffer was added 

(KCl 125 mM, MOPS 20 mM, Tris 10 mM, KH2PO4 2.5 mM, MgCl2 2.5 mM, EGTA 10 µM 

and BSA 2 mg.mL-1). Before addition of the mitochondria, cytochrome c (10 µM) and 

decylubiquinone (0.1 mM) were added. The final concentration of mitochondria in each 

chamber was 0.2 mg.mL-1. NADH (1 mM) was added, then alamethicin (2.5 µM). The 

experiment was performed at +25°C. 

The rate of O2 consumption was calculated with this formula: 

O2 consumption = 
(

𝑂2
[𝑝𝑟𝑜𝑡𝑒𝑖𝑛𝑠]

)∗60

1000
 nmol of O2.min-1.mg-1 of proteins 

Relative O2 consumption was obtained with this formula: 

% O2 consumption = 
𝑂2

𝑂2𝑚𝑎𝑥
× 100 % 

O2max was represented by fresh fillets at D1 in the presence of alamethicin. 

2.6 Microscopy  
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Samples were prepared according to the protocol of Michalec, et al. (2017). In short, 3 mm3 

pieces of red muscle were cut from fillets and fixed in 2.5 % glutaraldehyde (Merck KGaA, 

Darmstadt, Germany) buffered with 0.1 M sodium cacodylate (Sigma-Aldrich), post-fixed in 1 

% osmium tetroxide (Sigma-Aldrich). The pieces were incubated in 2 % uranyl acetate (Agar 

Scientific, Stansted, UK). After dehydration with acetonitrile, the samples were cast in an epon-

like resin (EMbed-812). Ultrathin sections (90 nm) were made with a Leica UC7 

ultramicrotome and collected on 150-mesh hexagonal copper grids. The sections were stained 

with 2 % uranyl acetate in 50 % ethanol and lead citrate. The sections were observed under a 

Hitachi H-600 transmission electron microscope equipped with a W electron source (operating 

at 75 kV) and a Hamamatsu C4742-95 digital camera mounted on the side. 

2.7 Statistical analysis 

Statistical analyses were performed and graphs generated with the PAST (free software for 

scientific data analysis, univariate and multivariate statistics) program version n°4.03. Each 

experiment was performed in triplicate. Data are expressed as mean ± standard deviation. A 

Wilcoxon test was used to express the significance of difference (p < 0.05) between means. 

3. Results 

3.1 Morphological modification of mitochondria by freezing 

The ultrastructure of gilthead seabream muscle tissue from fresh fillets (D1) and frozen (D1)-

thawed (D2) fillets was observed by transmission electron microscopy (TEM). On the fresh 

tissue (Fig. 1A), the different bands were clearly organized. The actin and myosin filaments 

were well defined and aligned in parallel. The I and A bands were distinguished as well as the 

Z and M lines (Fig. 1A1). The numerous mitochondria appeared compact and well organized. 

The mitochondrial cristae were well structured and did not show any vacuolization. The inner 

membrane invaginations were well visible and the outer membrane was dense and marked, 

reflecting good integrity (Fig. 1A2). 

On the frozen-thawed tissue (Fig. 1B), a deep destructing of the tissue was observed. The 

sarcomeres were very disorganized. The size of the sarcomeres was considerably reduced. The 

I and A bands were much less visible. The A-band was considerably reduced, which translated 

into the disappearance of the H-band and the I-band. The Z-lines remained identifiable and 

made it possible to appreciate the reduced size of the sarcomeres (Fig. 1B1). The mitochondria 

were deeply altered. Disappearance of a large proportion of the mitochondrial cristae was 

observed, showing vacuolization (large spaces between cristae) (Fig. 1B2). The peripheral 
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membrane seemed to be much less dense in some places, which suggested the presence of 

breaches. 

3.2 Measurement of mitochondrial NADH consumption by spectrophotometry 

Discrimination between intact and altered mitochondria was made by measuring the 

permeability of the inner mitochondrial membrane. If the IMM is unaltered, NADH is unable 

to cross it. Thus, activation of respiratory chain enzymes by NADH is a good indicator of 

membrane permeabilization. The increase in permeability of the mitochondrial membranes to 

NADH was measured by a spectrophotometric method (consumption of NADH by complex I).  

3.2.1 Measurement of the impact of freezing on NADH consumption by mitochondria 

NADH has a peak absorbance at 340 nm. The consumption of NADH by mitochondria isolated 

from fresh (Day 1) and frozen (Day 0)-thawed (Day 8) fillets was therefore followed at 340 nm 

over a period of 300 seconds (Fig. 2). NADH is the substrate of a large number of cytoplasmic 

and mitochondrial enzymes. Consequently, a negative control was obtained by adding rotenone. 

Rotenone specifically blocks complex I and thus the consumption of NADH by mitochondrial 

complex I. This result allowed us to verify that the consumption of NADH (outside the 

respiratory chain) was negligible (FR). Similarly, a positive control was obtained by adding 

alamethicin. This is a permeabilizing agent that makes mitochondria fully permeable to NADH. 

Figure 2 shows that the addition of alamethicin led to a maximum consumption rate of NADH, 

both on mitochondria isolated from a fresh fillet (F+ curve) and on mitochondria isolated from 

a frozen-thawed fillet (T+ curve). The effect of alamethicin on mitochondria from a frozen-

thawed fillet was very little, because the rate of consumption of NADH by these mitochondria 

was already very high. This indicated that permeabilization of inner mitochondrial membrane 

from a frozen-thawed fillet to NADH was high. The effect of alamethicin on mitochondria from 

frozen-thawed fillets was weak, because the level of permeabilization of mitochondria was 

already very high (T+). On the other hand, the effect of alamethicin was strong on mitochondria 

from fresh fillets (F+). Alamethicin strongly increased the rate of consumption of NADH by 

mitochondria. The consumption of NADH without alamethicin was much higher on 

mitochondria isolated from frozen-thawed fillets (T- curve) than on mitochondria isolated from 

fresh fillets (F- curve). However, alamethicin had a much greater permeabilizing effect on 

mitochondria isolated from fresh fillets than on mitochondria isolated from frozen-thawed 

fillets. 

3.2.2 Impact of fillet storage time on NADH consumption 
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Storage of fresh fillets at 4°C increased membrane permeability and decreased the enzymatic 

activity of complex I, which affected the consumption of NADH by the mitochondria. 100 % 

activity (Fig. 3) corresponded to the consumption rate of mitochondria isolated from a fresh 

fillet and permeabilized with alamethicin (maximum activity of complex I: FD1+). The other 

results were normalized to FD1+. Storage time at 4°C affected the rate of NADH consumption 

after permeabilization with alamethicin. Total activity seemed to decrease from 100 % at D1 

(FD1+) to 47.64 % at D8 (FD8+). This marked decrease probably resulted from the inhibition 

or alteration of complex I. However, the alamethicin effect was still present and substantial on 

fresh tissue at the D1 and D8 timepoints. However, we did not observe any significant effect of 

alamethicin on mitochondria isolated from frozen-thawed fillets (TD8- and TD8+). 

Therefore, mitochondria isolated from fresh fillets had relatively low basal NADH consumption 

(29.35 % of total activity: FD1-), while mitochondria isolated from frozen-thawed fillets 

presented much higher consumption (78.06 % of total activity: TD8+). On the other hand, 

freezing induced alteration of the mitochondrial membranes. The membranes became 

permeable and allowed consumption of NADH. On mitochondria from frozen-thawed fillets, 

the level of permeabilization was sufficiently high not to observe any alamethicin effect. 

3.3 Measurement of mitochondrial O2 consumption by oxygraphy 

Increased inner mitochondrial membrane permeability to NADH was measured by the 

oxygraphic method. The supply of NADH to the respiratory chain induced consumption of O2. 

O2 concentrations were followed in real time in the oxygen chamber (Fig. 4: left axis and blue 

curve). These concentration measurements allowed us to calculate continuous O2 consumption 

rate (right axis and red curve expressed in pmol O2 s
-1.mL-1). 

3.3.1 Measurement of the impact of freezing on O2 consumption by mitochondria 

For mitochondria isolated from fresh fillets stored at 4°C for one day (Fig. 4A), simple addition 

of mitochondria to mitochondrial buffer did not result in O2 consumption. The absence of 

substrates did not allow for the activation of respiratory chains and thus O2 consumption. The 

addition of NADH resulted in O2 consumption of 65.44 nmol O2.min-1.mg-1 of proteins, which 

reflected low permeabilization of mitochondria to NADH. The addition of alamethicin resulted 

in very high consumption of O2, rising to 310.84 nmol O2.min-1.mg-1 of proteins. This increase 

by a factor of 4.7 showed that mitochondria were permeabilized by alamethicin. Mitochondrial 

membranes isolated from fresh fillets are permeable by alamethicin. For mitochondria isolated 

from frozen-thawed fillets (Fig 4B), the addition of mitochondria to mitochondrial buffer did 

not lead to increased O2 consumption, but the addition of NADH led to a significant increase 
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in O2 consumption, of the order of 173.32 nmol O2.min-1.mg-1 of proteins, i.e., about 2.6 times 

greater than for mitochondria isolated from fresh fillets. Further, alamethicin did not increase 

NADH induced oxygen consumption rate, which showed that mitochondria inner membranes 

were already permeabilized after freezing.  

3.3.2 Impact of fillet storage time on O2 consumption by mitochondria 

Relative O2 consumption of mitochondria isolated from fresh and frozen-thawed seabream 

fillets was studied (Fig. 5). The oxygraphic method confirmed the results obtained in 

spectrophotometry. At D1, the permeability of mitochondria to NADH was low (19.82 %: FD1-

). Respiratory activity (O2 consumption) was maximal when mitochondria were permeabilized 

by alamethicin (FD1+). At D8, O2 consumption of mitochondria isolated from fresh fillets was 

lower in the presence of NADH (15.36 %: FD8-) than O2 consumption of mitochondria isolated 

from frozen-thawed fillets (55.75 %: TD8-). Total respiratory activity (after addition of 

alamethicin) at D8 was much lower (32.34 %: FD8+), but we still observed an alamethicin 

effect. On mitochondria isolated from frozen-thawed fillets, the difference in O2 consumption 

with and without alamethicin was not significant and seemed to show that freezing strongly 

altered mitochondrial membranes (55.75 %: TD8-; 65.26 %: TD8+). The diffusion of NADH 

was then maximal and resulted in high O2 consumption. O2 consumption on mitochondria 

isolated from frozen-thawed fillets (65.26 %: TD8+) was significantly lower than for fresh 

fillets (100 %: FD1+). Observation of the alamethicin effect on the O2 consumption of 

mitochondria allowed us to discriminate fresh from frozen-thawed fillets. 

4. Discussion 

4.1 Mitochondrial membrane alteration by freezing 

In this study, we showed that freezing led to profound cellular and tissue alterations. Muscle 

fibers and the outer and inner membranes of mitochondria are deeply altered by freezing at -

80°C. Mitochondria are an excellent marker of differentiation for fresh-thawed fish because 

they are easily isolated and have an outer membrane and an inner membrane. Freezing directly 

affects mitochondrial membrane permeability. It is also necessary to understand the differences 

in permeabilization due to freezing or to physiological processes of permeabilization (Galluzzi, 

et al., 2007). The outer membrane of mitochondria is naturally permeable to small molecules 

(less than 5 kDa). The permeability of the outer membrane can increase after translocation of 

proteins (Bax, Bid) to the outer membrane. These proteins form pores and increase the 

permeability of the outer membrane. The permeability of the inner membrane may also change, 

in particular with the formation of transition pores (Bonora, Giorgi, & Pinton, 2021). Storage 
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of the fillets at 4°C activates the processes of mitochondrial membrane permeabilization. The 

inner membrane is normally impermeable to NADH. Activation of the respiratory chains by 

NADH is therefore a marker of inner membrane permeabilization (Batandier, et al., 2004). We 

also need to distinguish between this physiological permeabilization and permeabilization due 

to freezing. 

In this study, we did not choose to use the external membrane to measure the effects of freezing. 

Some molecules such as cytochrome c could be a candidate indicator of outer membrane 

alteration (Gouveia, Bajwa, & Klegeris, 2017). Mitochondrial extraction processes respect the 

integrity of the mitochondria (Valenti, de Bari, De Filippis, Ricceri, & Vacca, 2014). However, 

storing the fillets at 4°C weakens the mitochondria that become more fragile upon extraction. 

Examination of the outer membrane can be a good indicator of the quality of the extraction. 

Cytochrome c is also a good indicator of the integrity of the outer membrane. Cytochrome c is 

localized in the intermembrane space and is released as soon as the integrity of the outer 

membrane is affected. However, to measure the impact of freezing, the permeability of the outer 

mitochondrial membrane was not retained because it changes too substantially with the storage 

time and the quality of the extraction. To compensate for cytochrome c leakage, we added a 

non-negligible amount of exogenous cytochrome c (10 µM). The added cytochrome c 

contributes to electron transfer in the respiratory chain and allowed us to assess the permeability 

of the inner membrane (Waterhouse, et al., 2001). 

In a previous study, we showed that storage at 4°C led to membrane alterations characterized 

by a loss of mitochondrial potential in mitochondria isolated from fresh fillets (Soret, et al., 

2022). Not surprisingly, the loss of mitochondrial potential was also observed in mitochondria 

isolated from frozen-thawed fillets (data not shown). Frozen-thawed mitochondria became 

permeable to H+ protons and were unable to maintain their membrane potential. 

In this study, we showed that freezing at -80°C led to a disruption of the inner membranes. This 

was associated with an increase in inner mitochondrial membrane permeability to NADH. The 

consumption of NADH by complex I was followed by spectrophotometry and also by 

monitoring of O2 consumption by oxygraphy. We showed that on mitochondria isolated from 

frozen-thawed fillets, NADH permeability was higher than on mitochondria isolated from fresh 

fillets. Thus, freezing resulted in very high permeabilization of mitochondria. Storing fresh 

fillets at 4°C still resulted in proteolysis, shown by damage to enzymes and mitochondrial 

membranes (Javadov & Karmazyn, 2007). Permeability testing on mitochondria isolated from 

fillets stored for 8 days at 4°C confirmed that the permeability remained significantly lower 

than the permeability induced by freezing. This shows that freezing strongly affected the 
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permeability of mitochondria. Additionally, alamethicin (permeabilizing agent) had a 

significant effect on mitochondria isolated from fresh fillets, but no action on mitochondria 

isolated from frozen-thawed fillets, regardless of the storage time. This reflected significant 

permeabilization of mitochondria isolated from frozen-thawed fillets. 

NADH is a substrate for many enzymatic reactions (Ying, 2006). Isolation of mitochondria has 

been found to eliminate spurious reactions. The use of rotenone made it possible to inhibit 

complex I and thus to measure the consumption of NADH that was not attributable to the 

respiratory chain. In this study, rotenone blocked all NADH consumption flux, which meant 

that NADH consumption was clearly associated with the respiratory chains. Freezing increased 

the membrane permeability of mitochondria to NADH, which discriminated fresh from frozen-

thawed fillets. 

4.2 Mitochondrial enzymatic alteration 

Storage of fillets at 4°C maintains mitochondrial activity over several days. However, the 

respiratory chains quickly produce super-reactive oxygenated compounds. These highly 

reactive compounds contribute to the oxidation of mitochondrial lipids and proteins (Lenaz, 

1998). Complex I is particularly affected by oxidation reactions (Batandier, et al., 2004). In this 

study, we observed that at D1, the rate of NADH consumption and O2 consumption on 

mitochondria isolated from fresh fillets and in the presence of alamethicin was maximal. At D8, 

the NADH consumption and O2 consumption of mitochondria isolated in the presence of 

alamethicin was strongly reduced, which showed a loss of activity of the complex I of the 

respiratory chain at least. 

The consumption of NADH by isolated mitochondria cannot be an indicator of freezing by 

itself. Importantly, we noticed that NADH consumption was higher on mitochondria isolated 

from frozen-thawed fillets than on mitochondria isolated from fresh fillets. This difference was 

not significant because the loss of complex I activity during freezing tends to decrease the 

difference in consumption due to increased permeability. This difference could be further 

decreased if the storage time at 4°C of the fillets (post-freezing) was increased. 

O2 consumption in the presence of NADH remains relevant to discriminate fresh from frozen-

thawed fillets, but we observed very high loss of activity when the fillet was kept at 4°C for a 

long period of time. The oxidation of certain compounds of the respiratory chain must 

participate in this loss of activity. To compensate for some of this oxidation and storage loss, 

we used decylubiquinone (0.1 mM). As for cytochrome c, the exogenous contribution of 
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decylubiquinone compensated in part for the oxidation reactions produced during storage at 

4°C or during freezing (Sharpley, Shannon, Draghi, & Hirst, 2006). 

To consider the loss of activity of the complexes linked to the storage time at 4°C or freezing, 

we used a permeabilizer: alamethicin. Alamethicin allowed us to discriminate mitochondria 

isolated from fresh fillets from mitochondria isolated from frozen-thawed fillets. It still had an 

effect on mitochondria isolated from fillets stored for 8 days at 4°C. Alamethicin no longer 

acted on mitochondria isolated from frozen-thawed fillets, which had a high level of 

permeabilization. The use of alamethicin normalized the results and made it possible to measure 

the maximum activity (NADH consumption and O2 consumption) for each condition. The 

activity measured in the presence of alamethicin gave an idea of the level of alteration of the 

respiratory chain activity related to storage at 4°C or related to freezing. 

Freezing was performed at -80°C for a short storage time of 8 days. Using alamethicin, the 

maximum activity of NADH consumption and O2 consumption by mitochondria decreased with 

freezing and with storage time at 4°C. The decrease in O2 consumption was slightly greater 

than the decrease in NADH consumption (complex I activity). The accumulated alterations in 

the respiratory chain amplify the inhibition of O2 consumption (Peterson, Johannsen, & 

Ravussin, 2012). Also, the freezing time at -80°C did not seem to affect these decreases in 

activity. Longer freezing times (1 month) did not show amplification of the inhibition 

phenomena (data not shown). Freezing at -80°C seemed to stabilize the oxidation reactions. 

Interestingly, these losses of activity seemed rather to be attributable to the freezing shock. 

Freezing disrupts membrane fluidity, which causes dysfunction of the interactions between 

complexes of the respiratory chain and thus of the complexes (Valenti, et al., 2014). 

In short, freeze-thaw shock altered mitochondrial membranes sufficiently to make them 

insensitive to the permeabilizing effect of alamethicin. 

5. Conclusion 

Isolation of mitochondria from seabream fillets was used to explore mitochondrial functions 

and consequently their alterations. Freezing of fish fillets is associated with substantial 

destruction of mitochondrial membranes, leading to permeabilization of the inner membrane to 

NADH. The degree of permeabilization of isolated mitochondria to NADH can be measured 

by the activity of complex I and O2 consumption in the presence of NADH. Moreover, the 

enzymatic activities were normalized by the addition of alamethicin, which is a permeabilizing 

agent. Mitochondria isolated from red tissue of fillets that are insensitive to alamethicin are 

highly permeabilized mitochondria, and are therefore indicators of frozen-thawed fish products. 
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These results could be generalized to many species and therefore meet the expectations of the 

seafood industry concerning the differentiation of fresh fillets from frozen-thawed fillets from 

the point of view of compliance with regulations. 
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Figure  

 

Figure 1: Electron microscopy of red muscle sections of gilthead seabream fillets stored at 4°C 

or frozen storage 

Fig A1/A2: fresh (Day 1) muscle section 

Fig B1/B2: frozen (Day 1)-thawed (Day 2) muscle section 

A: A band; H: H zone; I: I band; M: M line; mit: mitochondria; Z: Z line; Scale: Bars = 500 nm 
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Figure 2: Measure of NADH consumption by spectrophotometry in isolated seabream 

mitochondria 

FR: Mitochondria isolated from fresh fillet (Day 1) with rotenone 

F-: Mitochondria isolated from fresh fillet (Day 1) without alamethicin 

F+: Mitochondria isolated from fresh fillet (Day 1) with alamethicin 

T-: Mitochondria isolated from frozen (Day 0)-thawed (Day 8) fillet kept at -80°C without 

alamethicin 

T+: Mitochondria isolated from frozen (Day 0)-thawed (Day 8) fillet kept at -80°C with 

alamethicin 



 
 

180 

Article 2 

 
 
 
 

 

Figure 3: Relative specific activity of mitochondria isolated from fresh and frozen-thawed 

seabream fillet 

FD1: Mitochondria isolated from fresh fillet Day 1 

FD8: Mitochondria isolated from fresh fillet Day 8 

TD8: Mitochondria isolated from frozen-thawed fillet kept for 8 days at -80°C 

Mitochondria were incubated with alamethicin (+) or without alamethicin (-) 

The relative activity was reduced to FD1+ (with alamethicin) activity 

Asterisks denote values that are statistically significant 

A Wilcoxon test was performed (p < 0.05, n = 3) 

 



 
 

181 
 

Article 2 

 
 
 
 

Figure 4: O2 consumption by oxygraphic assay in mitochondria isolated from seabream 

Oxygraph traces (blue curve) and first derivate (red curve) are represented at different storage 

conditions 

A. Oxygraph of mitochondria from D1 fresh fillet 

B. Oxygraph of mitochondria from D8 frozen-thawed fillet 

The run was carried out in the presence of cytochrome c (10 µM) and decylubiquinone (0.1 

mM). After the addition of mitochondria (0.2 mg.mL-1), NADH (0.1 mM) and alamethicin (2.5 

µM) were added to the incubation chamber 

 

Figure 5: Relative O2 consumption of mitochondria isolated from fresh and frozen-thawed 

seabream fillets 

FD1: Mitochondria isolated from fresh fillets Day 1 

FD8: Mitochondria isolated from Fresh fillets Day 8 

TD8: Mitochondria isolated from frozen-thawed fillets kept for 8 days at -80°C 

Mitochondria were incubated with alamethicin (+) or without alamethicin (-) 

The relative O2 consumption was reduced to FD1+ (with alamethicin) activity 
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Asterisks denote values that are statistically significant 

A Wilcoxon test was performed (p < 0.05, n = 3) 
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Informations complémentaires sur l’article 2 

Outre la daurade, nous avons également mené des expérimentations sur les fibres rouges de 

la truite arc-en-ciel. La Figure 52 ci-dessous présente de ce fait la vitesse de consommation du 

NADH par les mitochondries isolées de truite arc-en-ciel durant différents temps de 

conservation. Pour les mitochondries issues des filets frais à J1 et à J7, une hausse de la vitesse 

de la consommation de NADH a été observée en présence d’alaméthicine. Il est possible de 

constater une perte d’activité au niveau du complexe I entre J1 et J7. En revanche, pour les 

mitochondries issues du filet décongelé, il n’y a pas d’effet de l’alaméthicine. 

 

Figure 52 : Histogramme de la vitesse de consommation du NADH par les mitochondries isolées de truite arc-en-ciel 

Des essais ont également été réalisés sur la truite arc en ciel (Figure 53 page 188). Le même 

protocole expérimental que pour la daurade a été suivi. Les premiers résultats sur la vitesse 

de consommation de l’oxygène par les mitochondries isolées semblent montrer le même 

profil que pour la daurade. A J1, les mitochondries sans alaméthicine présentent une faible 

consommation d’oxygène alors qu’en présence d’alaméthicine, la vitesse de consommation 

est beaucoup plus élevée. Pour les mitochondries extraites du filet décongelé, la vitesse de 

consommation est très réduite. Il peut également être constaté que l’effet alaméthicine est 

négligeable dans ce cas. Pour les mitochondries extraites du filet frais à J7, il est possible 

d’observer une perte de l’activité de la chaine respiratoire en présence ou en absence 

d’alaméthicine par comparaison avec le J1. Un effet alaméthicine est toujours observable à J7. 

Ce sont des résultats préliminaires qui semblent prometteurs. Cependant, ils nécessitent de 
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mettre au point la méthode mise en place pour la daurade, en ajustant la quantité des réactifs 

utilisés. 

 

Figure 53 : Histogramme de la vitesse de consommation d'oxygène pour des mitochondries isolées de truite arc-en-ciel 

Les mitochondries constituent des organites ubiquitaires quelle que soit l’espèce de poisson. 

De plus, leur extraction depuis les filets est standard quelle que soit l’espèce également, ce 

qui en fait une cible intéressante pour son utilisation comme marqueur ubiquiste de fraîcheur 

et d’altération des produits de la mer. Nous avons utilisé les propriétés de perméabilité 

sélective des mitochondries (imperméabilité de la membrane interne au NADH). La présence 

de nombreux complexes enzymatiques, que l’on peut activer par de nombreux substrats, font 

aussi de la mitochondrie un élément de choix. 

L’extraction des mitochondries a permis de comprendre l’impact de la congélation sur les 

membranes mitochondriales. La congélation entraine une perméabilisation des membranes 

mitochondriales internes au NADH. Cette augmentation de perméabilité a pu être 

caractérisée par spectrophotométrie (mesure de la consommation du NADH par le complexe 

I) et par oxygraphie (mesure de l’activation des chaînes respiratoire et la consommation 

d’oxygène par le NADH). 

L’extraction ne permet probablement pas d’extraire les mitochondries les plus altérées par le 

processus de congélation. Il est cependant intéressant de constater que les mitochondries 

isolées de filets décongelés présentent un niveau d’altération membranaire suffisant pour que 
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celui-ci soit discriminant. Les mitochondries isolées de filets décongelés ne sont plus sensibles 

au perméabilisant (alaméthicine), ce qui signifie un niveau très important de perméabilisation. 

Ce résultat est essentiel car il laisse entrevoir la possibilité de travailler sur des homogénats 

de tissu. Cette méthode permettrait de s’affranchir des étapes d’extraction. La consommation 

de NADH pourrait être suivie par fluorescence.  

Le NADH participe à de nombreuses réactions cytoplasmiques, ce qui pourrait parasiter la 

mesure de la consommation de NADH par les mitochondries. Cependant, le blocage à la 

roténone permettrait de voir ce qui est imputable aux mitochondries. La vitesse de 

consommation du NADH par l’homogénat et sa sensibilité ou non au perméabilisant 

apporterait de l’information sur le conditionnement du produit aquatique.  

L’effet du NADH pourrait également être testé sur la consommation d’oxygène d’un 

homogénat en présence ou absence d’alaméthicine. La consommation d’oxygène étant aussi 

plus spécifique des mitochondries, ceci permettrait d’éviter les nombreuses étapes 

d’extraction. 

Ce travail s’est cependant limité au muscle rouge. Nous avons vu dans le précédent article que 

les mitochondries isolées de muscle rouge gardent une certaine intégrité post-mortem avec 

le maintien du potentiel mitochondrial. Sur les produits filetés, il est parfois difficile d’isoler 

du muscle rouge. C’est pourquoi, il est aujourd’hui indispensable d’étendre les analyses sur le 

muscle blanc.  

Les mitochondries isolées du muscle blanc réagissent différemment des mitochondries isolées 

de muscle rouge. Le potentiel membranaire mitochondrial se dissipe beaucoup plus 

rapidement. Des essais ont été réalisés pour comparer les états des mitochondries isolées du 

muscle blanc et du muscle rouge. Pour les premiers jours de conservation des filets à 4°C, les 

mitochondries isolées de muscle blanc réagissent de façon identique aux mitochondries 

isolées de muscle rouge. Mais pour des temps de conservation supérieurs à 4 jours, nous 

observons une forte réponse au NADH avec une faible réponse à l’alaméthicine pour les 

mitochondries isolées du muscle blanc. Ces premiers résultats semblent montrer une 

perméabilisation plus importante des mitochondries isolées de muscle blanc. Cette 

perméabilisation des mitochondries isolées ne permettrait donc pas de discriminer les filets 

frais des filets congelés/ décongelés.  



 
 

186 

A propos de l’article 2 

 
 
 
 

Ces observations préliminaires montrent probablement la limite de l’utilisation de la 

perméabilité au NADH des mitochondries isolées de filets de poisson et plus particulièrement 

du muscle blanc. Sur le muscle blanc, l’augmentation de la perméabilité au NADH des 

mitochondries isolées de filets frais ne permettrait pas de les discriminer des mitochondries 

isolées de filets décongelés. Pour mesurer l’altération des membranes mitochondriales par la 

congélation, il sera important de s’affranchir des phénomènes de régulation physiologique de 

la perméabilité. La perméabilité des pores de transition au NADH en est un exemple. 

(LENAZ, 1998 ; WATERHOUSE et al., 2001 ; UEMURA et al., 2006 ; SHARPLEY et al., 2006 ; JAVADOV & 

KARMAZYN, 2007 ; GALLUZZI et al., 2007 ; ERIKSON et al., 2011 ; PETERSON et al., 2012 ; FERNANDEZ-

SEGOVIA et al., 2012 ; OTTAVIAN et al., 2013 ; VALENTI et al., 2014 ; VELIOGLU et al., 2015 ; ETHUIN et 

al., 2015 ; GOUVEIA et al., 2017 ; MICHALEC et al., 2017 ; RESTREPO et al., 2019 ; DALVI-ISFAHAN et 

al., 2019 ; STRATEVA & PENCHEV, 2020 ; NAKAZAWA et al., 2020 ; CHIESA et al., 2020 ; BONORA et al., 

2022) 
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III. Discrimination frais/décongelé sur fibres de tissu rouge 

Dans le précédent travail, nous avons pu montrer que les mitochondries isolées de muscle 

rouge pouvaient être utilisées comme des marqueurs de congélation/décongélation. La 

congélation provoque des altérations membranaires des mitochondries les rendant 

perméables au NADH. Le niveau de perméabilisation est maximal sur les mitochondries isolées 

de filets décongelés, ce qui rend les mitochondries insensibles au perméabilisant 

(alaméthicine). 

Pendant les étapes d’extraction, les mitochondries subissent des centrifugations successives 

et des étapes de remise en suspension des culots. Ces étapes peuvent être critiques pour des 

mitochondries déjà fragilisées. Comme nous avons pu le souligner précédemment, une part 

non négligeable de mitochondries altérées pourraient ne pas se retrouver dans les isolats. De 

plus, dans ces isolats, nous minimisons la part de mitochondries très altérées par la 

congélation en sélectionnant les mitochondries les plus intègres. 

Un deuxième élément qui pourrait aller en faveur des détracteurs de l’utilisation des 

mitochondries isolées est le caractère dénaturant de l’extraction. Nous avons bien montré 

que les isolats permettaient de discriminer les produits frais des produits décongelés. Il est 

très probable que les étapes d’extraction amplifient l’altération des membranes externes et 

internes déjà fragilisées par le temps de conservation des filets ou le choc 

congélation/décongélation.  

Dans de précédents travaux, nous avions pu constater une sensibilité au cytochrome c sur des 

mitochondries isolées de filets conservés plus de 4 jours à 4°C. Cette sensibilité au cytochrome 

c augmente avec le temps de conservation des filets. Pour compenser la fuite de cytochrome 

c, due à l’altération de la membrane externe des mitochondries, nous avons travaillé à une 

concentration en cytochrome c de 10 µM. La part de perméabilisation des membranes 

mitochondriales due aux étapes d’extraction pourra être évaluée en comparaison avec un 

procédé non dénaturant. 

L’objectif de travailler avec des fibres isolées était donc double. D’une part, il consistait à 

s’affranchir des éventuelles altérations et dénaturations subies au cours des étapes 
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d’extraction. D’autre part, il nous semblait intéressant de réduire le temps d’analyse en 

éliminant les nombreuses étapes d’extraction. 

L’intérêt d’utiliser les fibres dans ce contexte est que la perméabilisation est associée au choc 

congélation/décongélation. L’utilisation des fibres musculaires, pour sonder les fonctions 

mitochondriales, est très souvent associée à la perméabilisation par la saponine ou la 

digitonine. L’originalité du travail présenté ci-après est de mesurer l’action du NADH sur les 

mitochondries, en utilisant sa capacité à diffuser au travers des membranes plasmiques et 

mitochondriales altérées. 

Nous avons conservé pour ce travail l’approche spectrophotométrique pour mesurer la 

consommation de NADH par le complexe I. L’approche oxygraphique a permis de mesurer 

l’activation de la consommation en oxygène par le NADH. Nous avons mis en corrélation le 

niveau de consommation de l’oxygène avec la perméabilité au NADH des membranes 

plasmiques et mitochondriales.  

Le NADH est le substrat de nombreuses réactions enzymatiques cytosoliques. De ce fait, la 

demande en NADH sur les fibres pourrait être plus importante et perturber le signal observé 

sur les mitochondries isolées. En d’autres termes, la perméabilisation des membranes 

mitochondriales au NADH peut-elle encore être utilisée comme marqueur d’altération liée à 

la congélation/décongélation ? 

Cette étude a fait l’objet d’un article publié dans la revue Food Control en 2023 

(BOUCHENDHOMME et al., 2023). 
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Highlights 

Mitochondrial properties were used to discriminate fresh and frozen-thawed fillets 

Permeability of muscle fibres and mitochondrial membranes to NADH was measured 

Two approaches were used to measure permeability: spectrophotometry and oxygraphy 

Frozen-thawed fibres were more permeable to NADH and less sensitive to alamethicin 

Abstract 

There is no comprehensive method for differentiating between fresh and frozen-thawed fish 

fillets. This is an ongoing problem, particularly in relation to regulations. In this study, we 

showed the relevance of using the properties of mitochondria to discriminate fresh fish fillets 

from frozen-thawed fish fillets. The use of red muscle fibres of Gilthead sea bream allowed us 

to leave mitochondria in their physiological environment and to avoid possible alterations of 

mitochondrial membranes during isolation steps. The impact of freezing on fillets was 

evaluated by measuring the permeability of fibres and mitochondrial membranes to 

nicotinamide adenine dinucleotide + hydrogen (NADH). NADH permeability of fresh fillet 

fibres stored at 4°C was compared to the permeability of fibres extracted from frozen-thawed 

fillets. Two approaches were used to measure permeability changes: a spectrophotometric 

method that measured consumption of NADH by complex I, and an oxygraphic approach that 

measured stimulation of O2 consumption by NADH. Fibres from frozen-thawed fillets were 

more permeable to NADH and were less sensitive to the permeabilizer alamethicin. The 
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sensitivity of this method allowed us to clearly detect red muscle fibres from frozen-thawed 

fish versus fresh fish fillets. 

Key words: oxygraphy, spectrophotometry, mitochondria, NADH, permeabilization, muscle 

fibres 

1. Introduction 

Many species of fish are caught at considerable distances from consumption sites. As a result, 

storage of aquatic products can include a freezing stage. These products are generally intended 

to supply the frozen food market (COSTELLO & OVANDO, 2019). Consumption of frozen 

products has tended to decrease in recent years, although it increased again in 2020 with the 

COVID-19 pandemic. Detecting possible supply of frozen-thawed seafood to the fresh fish 

market is a real problem. The development of molecular tools to detect fraud within the aquatic 

products industry is becoming increasingly relevant (SONE et al., 2019). 

Given that freezing leads to the formation of ice crystals that cause irreversible damage to 

plasma and intracytoplasmic membranes (Li, 2018), we built on this finding in previous studies. 

We measured the impact of fish fillet freezing on the permeabilization of mitochondria isolated 

from red muscle fibres (BOUCHENDHOMME et al., 2022). Freezing of aquatic products leads to 

changes in mitochondrial membranes which become far more permeable. This permeability can 

be measured in different ways: via the release of matrix proteins or metabolites, or via 

permeability to certain substrates (SILEIKYTE et al., 2010). Increased permeability to 

nicotinamide adenine dinucleotide + hydrogen (NADH) is associated with mitochondrial 

membrane alteration related to freezing-thaw shock (KROEMER et al., 2007). 

Isolation of mitochondria requires a series of extraction steps. In this study, our objective was 

to reduce analysis time by using muscle fibres directly, without a mitochondria extraction step. 

This technique has been used for many years to explore mitochondrial functions for medical 

purposes, including the detection of myopathies, neurodegenerative diseases and cancer 

(KUZNETSOV et al., 2022). Muscle fibres are usually mechanically dissociated and 

permeabilized with saponin or digitonin to make substrates and inhibitors accessible to 

mitochondria (KUZNETSOV et al., 2008). This treatment is used to enable exploration of 

mitochondrial functions while preserving their state and their interactions with other organelles  

(PICARD et al., 2010 ; PICARD et al., 2011). The use of muscle fibres is particularly well adapted 

to the discrimination of frozen-thawed aquatic products from fresh ones. In this context, 

freezing shock induces permeabilization of plasma and intracytoplasmic membranes making 

the fibres and mitochondria more sensitive to substrates and to certain inhibitors present in the 
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extracellular medium (STÉPHENNE et al., 2007). Due to the high concentration of mitochondria 

in red muscle, the amount of fibres required for the analysis is low. 

Evaluation of mitochondrial function in muscle fibres has been used to measure differences in 

meat quality in pork and beef products (WERNER et al., 2010 ; RAMOS et al., 2020). Use of 

muscle fibres allows for the measurement of differences in post-mortem respiratory activities 

in various breeds. Permeabilized fibres have also been used to link post-mortem mitochondrial 

activities to meat quality (ENGLAND et al., 2018 ; RAMOS et al., 2021). In this study, we aimed 

to use isolated red muscle fibres to explore mitochondrial functions that might be affected by 

freezing processes (TOLSTOREBROV et al., 2016). The chosen model allowed us to measure the 

sensitivity of muscle fibres to NADH with or without permeabilization (MAYEVSKY & 

ROGATSKY, 2007 ; MAYEVSKY & BARBIRO-MICHAELY, 2009). Our study focused on the action 

of freezing on plasma and mitochondrial membranes by measuring the sensitivity of 

mitochondria to NADH (BATANDIER et al., 2004). Two techniques were used: the first was to 

measure consumption of NADH on fresh and frozen-thawed fibres by a spectrophotometric 

method. The second was to measure O2 consumption by oxygraphy on fresh and frozen-thawed 

fibres, in the presence of NADH. The permeabilization level of the membranes was normalized 

by using a permeabilizing agent, alamethicin (MATIC et al., 2005). In this way, it was possible 

to assess levels of membrane permeabilization by measuring the level of NADH consumption 

and the level of O2 respiration. The objective was to study whether permeabilization induced 

by freezing remained significant compared to permeabilization induced by autolysis processes 

(PEGG, 2010), linked to the storage of products at low temperatures (2–4°C) (DIOP et al., 2016). 

2. Materials and methods 

2.1 Biological material 

Gilthead seabream (Sparus aurata) (300–450 g) were sourced from Aquanord-Ichtus sea farm 

(Gravelines, France), as previously described (CLÉACH et al., 2019). Filets were stored in a cold 

room (+4°C) on ice. The core temperature of fishes was 2°C. Ice renewal was carried out every 

day. Some of the fillets were frozen at -40°C at D0. Analyses were performed at day 1, day 4 

and day 8 for fresh fillets and for frozen-thawed fish after 9 days in the freezer. The thawing 

phase was carried out in a cold room at 4°C. To avoid contact between fillets and ice, plastic 

wrapping was used. 

2.2 Reagents  
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Bovine serum albumin (BSA), ethylene glycol-bis (2 amino-ethylether)-N,N,N’,N’-tetraacetic 

acid (EGTA), sucrose, potassium chloride (KCl), Tris(hydroxymethyl)aminomethane (Trizma® 

base), 4-morpholinepropanesulfonic acid (MOPS), alamethicin, β-nicotinamide adenine 

dinucleotide (NADH), decylubiquinone and cytochrome c were purchased from Sigma-Aldrich 

(St. Louis, MO, USA). Magnesium chloride (MgCl2) and potassium phosphate (KH2PO4) were 

purchased from Acros Organics (Morris Plains, NJ, USA). Alamethicin was prepared in 

methanol purchased from Fisher Scientific (Loughborough, UK). Cytochrome c was prepared 

in distilled water. Decylubiquinone was prepared in dimethyl sulfoxide (DMSO) purchased 

from Thermo Scientific (San Diego, CA, USA). 

2.3 Fibre preparation 

Fibres originated from red muscle of Gilthead seabream. In brief, 10 mg of fibres were taken 

from the dorsal part of the red muscle. Fibres were dilacerated using scalpels. Muscle fibres 

were separated from conjunctive tissue. Fibres were then rinsed with respiratory buffer. The 

respiratory buffer was composed of KCl 125 mM, MOPS 20 mM, Tris 10 mM, KH2PO4 2.5 

mM, MgCl2 2.5 mM, EGTA 10 µM and BSA 2 mg.mL-1. Fibres were stored in respiratory 

buffer until analysis.  

2.4 NADH consumption by spectrophotometry 

NADH consumption was measured by spectrophotometry (UV vis spectrophotometer, UV-

1280, Shimadzu Europa GmbH, Duisburg, Germany). The spectrophotometric tank contained 

1 mL of the respiratory medium, 5 mg of fibres, cytochrome c (10 µM) and decylubiquinone 

(0.1 mM). Rotenone (2.5 µM) was used as a control. Alamethicin (5 µM) was added to 

permeabilize the fibres. NADH was used at 0.1 mM final concentration in all tanks. The zero 

calibration was done without NADH and reading was performed at 340 nm. Measurements 

were taken at t=0s, t=100s, t=200s and t=300s. Between each measurement, tanks were placed 

on a vibrating stirrer at 150 rpm (Titramax 100, Heidolph instruments GmbH, Schwabach, 

Germany). 

The specific activity (SA) was calculated from the law of Beer-Lambert: 

𝑆𝐴 = (
(

𝛥𝐴

𝜀.𝑙
)/𝛥𝑇

quantities of fibres
)/1000 nmol of NADH.min-1.mg-1 of wet mass.  

 = 6220 M-1.cm-1 

2.5 O2 consumption by oxygraphy 
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O2 consumption was measured using an oxygraph O-2k (Oroboros Instruments, Innsbruck, 

Austria). The 100 % calibration was done when the chamber was open in the presence of a 

maximum amount of O2. The 0 % calibration was done in the closed chamber and with addition 

of dithionite. Before addition of the fibres, cytochrome c (10 µM) and decylubiquinone (0.1 

mM) were added. After 3 minutes, the fibres were added and the chamber was closed. NADH 

(1 mM) was added, then alamethicin (5 µM). The experiment was performed at +25°C.  

O2 consumption was calculated using this formula: 

𝑂2 consumption =
(𝑂2 𝑐𝑜𝑛𝑠𝑢𝑚𝑝𝑡𝑖𝑜𝑛 𝑤𝑖𝑡ℎ 𝑠𝑢𝑏𝑠𝑡𝑟𝑎𝑡𝑒 −  𝑂2 𝑐𝑜𝑛𝑠𝑢𝑚𝑝𝑡𝑖𝑜𝑛 𝑤𝑖𝑡ℎ𝑜𝑢𝑡 𝑠𝑢𝑏𝑠𝑡𝑟𝑎𝑡𝑒)

𝑞𝑢𝑎𝑛𝑡𝑖𝑡𝑖𝑒𝑠 𝑜𝑓 𝑓𝑖𝑏𝑟𝑒𝑠
𝑥 60 

O2 consumption was expressed in pmol of O2.min-1.mg-1 of wet mass. 

2.6 Discrimination threshold 

A ratio can be calculated using this formula: 

𝑟𝑎𝑡𝑖𝑜 =
𝑐𝑜𝑛𝑠𝑢𝑚𝑝𝑡𝑖𝑜𝑛 𝑤𝑖𝑡ℎ 𝑎𝑙𝑎𝑚𝑒𝑡ℎ𝑖𝑛

𝑐𝑜𝑛𝑠𝑢𝑚𝑝𝑡𝑖𝑜𝑛 𝑤𝑖𝑡ℎ𝑜𝑢𝑡 𝑎𝑙𝑎𝑚𝑒𝑡ℎ𝑖𝑐𝑖𝑛
 

This ratio was used to determine a discrimination threshold value. Below a certain value, 

frozen-thawed fillets were found. 

2.7 Statistical analysis 

Statistical analyses and graphs were generated with XLSTAT 2022.1.1. Each experiment was 

repeated 4 times. Data were expressed as means ± standard deviation. A t-test was used to 

express the significance of difference (p < 0.05) between the different means. 

3. Results 

3.1 Measurement of NADH consumption by spectrophotometry 

Rates of NADH consumption (in nmol of NADH.min-1.mg-1 of wet mass) on isolated fresh 

fillet fibres kept at 4°C (F) and on isolated frozen-thawed fillet fibres (T) and in the presence 

or absence of the permeabilizer alamethicin (+/-) were studied (Fig. 1). 

NADH consumption on fresh fibres was low. It was 779.96 nmol of NADH.min-1.mg-1 of wet 

mass. The addition of alamethicin (FD+) led to a considerable permeabilization effect, which 

resulted in a significant increase in NADH consumption by fresh fibres. Consumption reached 

2161.27 nmol of NADH.min-1.mg-1 of wet mass. Consumption of NADH by frozen-thawed 

fibres without the addition of alamethicin was high and was 3152.86 nmol of NADH.min-1.mg-

1 of wet mass, whereas the addition of alamethicin did not lead to any increased consumption 
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of NADH. Frozen-thawed fibres had a higher NADH consumption rate and were not sensitive 

to the action of the permeabilizer (alamethicin), unlike fresh fibres. 

3.2 Effect of fillet storage time on NADH consumption 

Rates of NADH consumption (in nmol of NADH.min-1.mg-1 of wet mass) on isolated fresh 

fillet fibres stored at 4°C and for different storage times (1 day, 4 days and 8 days) were studied 

(Fig. 2). 

Storage time had no significant effects on NADH consumption by fresh fibres. NADH 

consumption decreased from 779.86 nmol of NADH.min-1.mg-1 of wet mass at D1 to 476.53 

nmol at D4, and to 967.68 nmol at D8. The storage time at 4°C did not seem to have any 

influence on the permeabilization of fibres by alamethicin. At D1, the consumption of NADH 

in the presence of alamethicin was 2161.27 nmol of NADH.min-1.mg-1 of wet mass. It was 

2271.98 nmol and 2276.8 nmol of NADH.min-1.mg-1 of wet mass for the times D4 and D8, 

respectively. Regardless of the storage time, alamethicin had the same effect on the 

permeabilization of fibres and therefore on the consumption of NADH. 

3.3 Effect of freezing on O2 consumption by oxygraphy 

O2 concentrations in the oxygen chamber containing 10 mg of isolated fresh fillet fibres and the 

rates of O2 consumption by these fibres were monitored over time (Fig. 3A). Addition of 

isolated fibres from a fresh fillet resulted in low consumption of O2 (less than 25 pmol.s-1.mL-

1). After addition of NADH, a slight increase in O2 consumption was observed; the plateau 

indicated a value of 135 pmol.s-1.mL-1 which demonstrated slight permeabilization of the 

mitochondria. After addition of the permeabilizer (alamethicin), a significant increase in O2 

consumption was observed, which was 355 pmol.s-1.mL-1. This increase showed that fresh 

fibres were sensitive to permeabilization; NADH was therefore able to significantly activate 

respiration (i.e., O2 consumption). 

O2 concentrations in the oxygen chamber containing 10 mg of isolated frozen-thawed fillet 

fibres and the rates of O2 consumption by these fibres were monitored over time (Fig. 3B). 

Addition of isolated fibres from a frozen-thawed fillet resulted in low consumption of O2 (less 

than 20 pmol.s-1.mL-1). After addition of NADH, a significant increase in O2 consumption was 

observed. The rate of NADH consumption increased without any real plateau effect. It reached 

about 180 pmol.s-1.mL-1 before the addition of alamethicin which induced greater 

permeabilization of mitochondria. After addition of the permeabilizer (alamethicin), we did not 

observe a significant increase in O2 consumption. The lack of alamethicin effect showed that 

fibres from frozen-thawed fillet were not very sensitive to permeabilization. The rate of O2 
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consumption on fibres isolated from frozen-thawed fillet was about two times lower than for 

fibres isolated from fresh fillet. 

3.4 Effect of fillet storage time on O2 consumption 

O2 consumption by the fibres as a function of storage time of fish fillets and type of packaging 

(fresh or frozen-thawed) is shown in Fig. 4. The rate of O2 consumption was expressed in pmol 

of O2.min-1.mg-1 of wet mass and 4 oxygraphs were generated for each condition. O2 

consumption by isolated fresh fish fibres decreased over time from 1373.79 pmol of O2.min-

1.mg-1 of wet mass at D1 to 243.72 pmol of O2.min-1.mg-1 of wet mass at D8. This showed an 

alteration of the respiratory chain complexes which resulted in decreased O2 consumption for 

an identical stimulation with NADH. Contrary to the spectrophotometric method, O2 

consumption by the fibres isolated from frozen-thawed fish was not higher than the fibres 

isolated from fresh fillets. It was 1373.79 pmol of O2.min-1.mg-1 of wet mass for the fresh fibres 

at D1 versus 1234.08 pmol of O2.min-1.mg-1 of wet mass for the frozen-thawed fibres. 

Measuring O2 consumption of isolated fibres exposed to NADH therefore did not appear to be 

sufficient to discriminate between fresh from frozen-thawed fish. 

For fibres of fresh fillet, we observed an alamethicin effect at all 3 storage times (D1, D4 and 

D8). Alamethicin increased NADH permeability of the isolated fresh fillet fibres, which 

resulted in increased O2 consumption. O2 consumption of the fibres in the presence of 

alamethicin decreased over time from 4608.75 pmol of O2.min-1.mg-1 of wet mass at D1 to 

891.06 pmol of O2.min-1.mg-1 of wet mass at D8. This represents a decrease of 80.66 % and 

reflects the fact that respiratory chain efficiency decreased with storage time of the fillets at 

4°C. For fibres of frozen-thawed fillet, there was no significant alamethicin effect. O2 

consumption was 1234.08 pmol of O2.min-1.mg-1 of wet mass on fibres without alamethicin, 

and 1848.09 pmol of O2.min-1.mg-1 of wet mass in the presence of alamethicin. On the 4 trials 

performed, this difference was not significant. Freezing led to sufficient permeabilization not 

to be amplified by a permeabilizer (alamethicin). We can also note lower O2 consumption of 

frozen-thawed fillet fibres compared to fresh fillet fibres in the presence of alamethicin. 

Consumption decreased from 4608.75 pmol of O2.min-1.mg-1 of wet mass for FD1+ to 1848.09 

pmol of O2.min-1.mg-1 of wet mass for T+. Freezing destabilized the activity of the respiratory 

chain complexes. 

3.5 Ratio determination to discriminate fish quality (frozen-thawed fillets) 
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An alamethicin effect was present in both methods, spectrophotometric and oxygraphic. This 

is why we calculated in this part a ratio R = (Activity in presence of alamethicin / Activity in 

absence of alamethicin).  

In Figure 5A, we present the ratios obtained for the spectrophotometric method as a function of 

the storage time of fillets at 4°C and for different packaging modes (fresh and frozen-thawed). 

The R ratio for fresh aquatic products was around 2.5–3. The ratio calculated for frozen-thawed 

aquatic products was around 1. Using the statistical data, a ratio of 1.5 emerged for this method. 

Fresh products could be defined as products with an R ratio > 1.5, frozen-thawed products as 

products with an R ratio < 1.5. 

In Figure 5B, we present the ratios obtained for the oxygraphic method as a function of the 

storage time of fillets at 4°C and for different packaging modes (fresh and frozen-thawed). 

Ratios were calculated as R = (O2 consumption rate in the presence of alamethicin expressed in 

pmol of O2.min-1.mg-1 / O2 consumption rate in the absence of alamethicin). The ratio for fresh 

products was higher than 3. The calculated ratio for frozen-thawed products was around 1.5. 

Using the statistical data, a ratio of 2 emerged for this method. Fresh products could be defined 

as products with an R ratio > 2, frozen-thawed products as products with an R ratio < 2. 

4. Discussion 

Freezing causes profound membrane alterations that lead to permeabilization of plasma and 

intracytoplasmic membranes. Plasma and mitochondrial membranes are naturally impermeable 

to NADH (YING, 2006), but freezing physically alters the membranes making the respiratory 

enzyme complexes accessible to NADH. In a previous study, we showed that measuring the 

NADH permeabilization of isolated mitochondria makes it possible to discriminate between 

fresh and frozen-thawed seafood products. The use of muscle fibres allows us to avoid all the 

extraction steps, but brings an additional level of complexity insofar as conditions are more 

heterogeneous (diffusion of NADH in the fibres) and NADH can be associated with numerous 

sarcoplasmic enzymatic reactions (PICARD et al., 2012). 

4.1 Frozen-thawed fish fillet detection by the spectrophotometric approach 

In this study, we showed the effect of freezing at -40°C on the rupture of plasma and 

mitochondrial membranes. Consumption of NADH by the fibres was measured by 

spectrophotometry at 340 nm. On fibres isolated from fresh fillets (from D1 to D8), NADH 

consumption was low. Consumption of NADH was not attributable to consumption by the 

mitochondria because it was insensitive to rotenone (data not shown). In the fresh state, it has 

been reported that plasma and mitochondrial membranes remain intact and consumption of 
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NADH is therefore low and not attributable to the mitochondria (SCHANTZ & HENRIKSSON, 

1987). Additionally, consumption of NADH by isolated fresh fish fillet fibres did not increase 

with the storage time of the fillets at 4°C. This showed that the autolysis that could occur on the 

fibres and that could make NADH accessible to the cytosol did not increase its consumption. 

In a previous study, we demonstrated autolysis on a fish fillet by release of lactate 

dehydrogenase over several days of storage at 4°C (DIOP et al., 2016). We can hypothesize that 

this autolysis could make the fibres more permeable to NADH but not the mitochondria. 

Artificial permeabilization by alamethicin leads to a significant increase in NADH consumption 

by the fibres and thus to permeabilization of the plasma and mitochondrial membranes (MATIC 

et al., 2005). Here, consumption of NADH was indeed attributable to the mitochondria because 

it was able to be blocked by rotenone. Therefore, the basal consumption by mitochondria on 

isolated fresh fillet fibres remained low due to the low level of permeabilization of plasma and 

mitochondrial membranes. NADH consumption on fresh fillet fibres was able to be stimulated 

by alamethicin. This permeabilizer acted on plasma and mitochondrial membranes, making 

mitochondria sensitive to NADH. Contrary to what we had observed on isolated mitochondria, 

consumption of NADH by isolated fibres from fresh fillet and in the presence of alamethicin, 

was not affected by the storage time at 4°C. This was an argument in favour of using fibres to 

avoid possible denaturation during extraction processes, especially for mitochondria isolated 

from fillets that have been stored longer at 4°C (ZAMZAMI et al., 2007). 

The relevance of using fibre permeabilization with NADH as a freezing marker was justified 

by two important experimental elements. The first was that freezing shock induced a very 

significant increase in NADH consumption by the fibres. Freezing leads to a rupture of plasma 

and mitochondrial membranes, making complex I accessible to NADH (YAMADA et al., 2020). 

Blocking of complex I by rotenone leads to a very significant decrease in NADH consumption 

by the fibres, suggesting that this consumption is indeed associated with mitochondria (LI et 

al., 2003). Freezing shock thus permeabilized the plasma and mitochondrial membranes. The 

second experimental argument was the absence of a permeabilizing effect of alamethicin on 

NADH consumption by isolated frozen-thawed fillet fibres. The permeabilizing action of 

freezing on plasma and mitochondrial membranes was sufficiently strong that no 

permeabilizing effect of alamethicin on isolated frozen-thawed fillet fibres was able to be 

observed (CARRARO & BERNARDI, 2020). The action of freezing resulted in maximum NADH 

consumption by the fibres. 

The spectrophotometric approach was based on the consumption of NADH by complex I of 

mitochondria. The storage of aquatic products at low temperatures (freezing) over relatively 
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long periods of time could lead to oxidation phenomena. The main site of production of 

superoxide compounds, involved in oxidation reactions, is complex I (MAZAT et al., 2020). This 

production could lead to the oxidation of lipids and peripheral proteins and contribute to a loss 

of activity of complex I and meat quality. Therefore, measuring the rate of NADH consumption 

by the fibres cannot be an objective factor of alteration. This rate should be normalized to the 

rate of NADH consumption by the fibres after addition of alamethicin. This ratio makes it 

possible to take into account possible losses of activity of complex I linked to the storage time 

at 4°C or to the storage time in frozen state. This ratio allowed us to determine whether the 

fibres were sensitive or insensitive to permeabilization (alamethicin). Fresh aquatic products 

were defined as products with an R ratio >1.5 and frozen-thawed aquatic products were defined 

as products with an R ratio < 1.5. 

4.2 Frozen-thawed fish fillets detection by the oxygraphic approach 

The oxygraphic method can be considered more specific to mitochondria since O2 consumption 

is directly proportional to NADH consumption by the respiratory chains. O2 consumption by 

fibres isolated from fresh fillet and exposed to NADH tended to decrease during the time the 

fillet was kept at 4°C. This result was somewhat surprising but was not attributable to the 

change in permeability of the fibres to NADH, but rather related to a loss of activity of the 

respiratory chains (LAROSA & REMACLE, 2018). By permeabilizing the fibres (using 

alamethicin), we observed a significant decrease in O2 consumption with the storage time of 

the fillets at 4°C. This result showed that the activity of enzyme complexes within the 

respiratory chain tended to decrease with storage time. The same result was also observed in a 

previous study on mitochondria isolated from fresh fillets (BOUCHENDHOMME et al., 2022). 

These results show that measuring increased plasma and mitochondrial membrane permeability 

by NADH may be partially biased by a loss of respiratory chain activity. 

O2 consumption by isolated fresh fillet fibres was able to be stimulated by alamethicin. As with 

the spectrophotometric method, alamethicin acted on the plasma and mitochondrial membranes 

and allowed the diffusion of NADH into the mitochondria, activating O2 consumption. The 

activity of the respiratory chains strongly decreased with the storage time, but the alamethicin 

effect was observed for all times (D1, D4 and D8). 

For the oxygraphic method, freezing did not result in a significant increase in O2 consumption 

of the fibres, whereas it induced an alteration of the plasma and mitochondrial membranes. Why 

did this happen? Part of the explanation came from the observation of O2 consumption of the 

fibres in the presence of alamethicin. This consumption also decreased substantially and was 
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close to the O2 consumption without alamethicin. Therefore, like for fresh fibres, O2 

consumption by fibres isolated from frozen-thawed fillets stimulated by the increased 

permeability of fibres to NADH was partly compensated for by a loss of activity of the 

respiratory chains. The respiratory chains seem to be sensitive to the freezing process 

(STÉPHENNE et al., 2007). Therefore, direct O2 consumption on NADH cannot be an indicator 

of freezing. On the contrary, on fibres from frozen-thawed fillets, no alamethicin effect was 

observed. It has been shown that freezing causes maximum permeabilization of the fibres which 

become insensitive to the effect of the permeabilizer (LI et al., 2018 ; RASMUSSON et al., 2022). 

As for the spectrophotometric approach, we noted that the direct effect of NADH on O2 

consumption by the fibres cannot be used as a marker of membrane alteration and therefore of 

freezing. It was necessary to reduce this activity to the maximum activity that was obtained in 

the presence of alamethicin. Ratio R was defined as the ratio between O2 consumption without 

alamethicin / O2 consumption in the presence of alamethicin. Calculating this ratio also allowed 

us to avoid losses of respiratory chain activity linked to storage at 4°C or to the storage time in 

frozen state. Determining the state of the product (fresh or frozen-thawed) is linked to the 

sensitivity of the fibres to the permeabilizer alamethicin. If the R ratio is > 2, the product can 

be defined as fresh, and if the R ratio is < 2, the product can be defined as frozen-thawed. 

5. Conclusion 

This study confirmed the relevance of using mitochondria as a frozen-thawed marker. The use 

of fish muscle fibres allowed us to avoid the isolation steps of mitochondria and this makes it 

possible to obtain results in a much shorter time. Freezing-thawing led to permeabilization of 

the plasma and mitochondrial membranes. NADH was then able to access complex I and the 

respiratory chains to activate O2 consumption. Fibres isolated from fresh fillets were sensitive 

to permeabilization with alamethicin, resulting in increased permeability to NADH. Fibres 

isolated from frozen-thawed fillets were insensitive to the action of alamethicin. This approach 

yielded a rapid result on the preservation state of the Gilthead seabream. To generalize this test 

to other aquatic products, it would be useful to extend this study to the white muscle of fish 

fillets. 
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Figure legends 

 

Figure 1: Relative specific activity of red muscle fibres from fresh and frozen-thawed Gilthead 

seabream fillet. 

F-: Red muscle fibres from fresh fillet without alamethicin 

F+: Red muscle fibres from fresh fillet with alamethicin 

T-: Red muscle fibres from frozen-thawed fillet kept at -40°C without alamethicin 

T+: Red muscle fibres from frozen-thawed fillet kept at -40°C with alamethicin 
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Figure 2: Measurement of NADH consumption by spectrophotometry in red muscle fibres 

from fresh Gilthead seabream fillet storage at 4°C. 

FD1-: Red muscle fibres from fresh fillet Day 1 without alamethicin 

FD1+: Red muscle fibres from fresh fillet Day 1 with alamethicin 

FD4-: Red muscle fibres from fresh fillet Day 4 without alamethicin 

FD4+: Red muscle fibres from fresh fillet Day 4 with alamethicin 

FD8-: Red muscle fibres from fresh fillet Day 8 without alamethicin 

FD8+: Red muscle fibres from fresh fillet Day 8 with alamethicin 

Red muscle fibres were incubated with alamethicin (+) or without alamethicin (-) 

Asterisks denote values that are statistically significant 

A t-test was performed (p < 0.05, n = 4) 

 

Figure 3: O2 consumption of Gilthead seabream red muscle fibres by oxygraphy 

Oxygraph traces (blue curve) and first derivate (red curve) are represented at different storage 

conditions. 

C. Oxygraph of red muscle fibres from D1 fresh fillet 

D. Oxygraph of red muscle fibres from frozen-thawed fillet 

The run was carried out in the presence of cytochrome C (10 µM) and decylubiquinone (0.1 

mM). After the addition of red muscle fibres (10 mg), NADH (0.1 mM) and alamethicin (2.5 

µM) were added to the incubation chamber. 
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Figure 4: Relative O2 consumption of red muscle fibres from fresh and frozen-thawed Gilthead 

seabream fillets. 

FD1-: Red muscle fibres from fresh fillet Day 1 without alamethicin 

FD1+: Red muscle fibres from fresh fillet Day 1 with alamethicin 

FD4-: Red muscle fibres from fresh fillet Day 4 without alamethicin 

FD4+: Red muscle fibres from fresh fillet Day 4 with alamethicin 

FD8-: Red muscle fibres from fresh fillet Day 8 without alamethicin 

FD8+: Red muscle fibres from fresh fillet Day 8 with alamethicin 

TD8-: Red muscle fibres from frozen-thawed fillets kept for 8 days at -40°C without 

alamethicin 

TD8+: Red muscle fibres from frozen-thawed fillets kept for 8 days at -40°C with alamethicin 

Red muscle fibres were incubated with alamethicin (+) or without alamethicin (-) 

Asterisks denote values that are statistically significant 

A t-test was performed (p < 0.05, n = 4) 
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Figure 5: Relative R ratio from fresh and frozen-thawed Gilthead seabream fillets. 

For both methods, the R ratio is determined by the ratio between the activity in the presence of 

alamethicin and the activity in the absence of alamethicin (R = (activity with alamethicin) / 

(activity without alamethicin)). 

A. R ratio of red muscle fibres by the spectrophotometric method 

B. R ratio of red muscle fibres by the oxygraphic method 

The red line defines the ratio that appears to be significant to distinguish fresh from frozen-

thawed fillets. 

A t-test was performed (p < 0.05, n = 4) 
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Informations complémentaires sur l’article 3 

Le travail sur les fibres isolées confirme bien les résultats obtenus sur les mitochondries 

isolées. La congélation des filets entraine une altération des membranes plasmiques et des 

membranes mitochondriales. Le NADH peut alors diffuser librement jusqu’aux mitochondries 

et traverser la membrane mitochondriale pour activer le complexe I et la chaine respiratoire. 

L’absence d’action de l’alaméthicine sur les fibres isolées de filets décongelés montre une 

perméabilisation maximale de ces fibres. 

Pour les fibres isolées de filets frais conservés à 4°C, le NADH stimule beaucoup moins le 

complexe I et la chaine respiratoire en raison de sa très faible diffusion au travers des 

membranes plasmiques et mitochondriales. Le signal perçu par l’oxygraphie est beaucoup 

moins parasité que pour la spectrophotométrie en raison du lien spécifique qui lie le NADH à 

la consommation d’oxygène. Il est intéressant de constater que la stimulation des chaines 

respiratoires par le NADH a tendance à diminuer avec le temps de conservation des filets à 

4°C. Ce résultat est plutôt inattendu car des travaux antérieurs sur la LDH avaient montré une 

autolyse avec le temps de conservation des filets à 4°C. La diminution de la stimulation des 

chaines respiratoires par le NADH en présence et en absence d’alaméthicine montre une 

altération de l’activité des chaines respiratoires. L’augmentation de la perméabilité des 

membranes au NADH est compensée par une perte d’activité des chaines respiratoires.  

Comme pour les mitochondries isolées, la différence entre les produits frais et les produits 

congelés/décongelés ne peut pas se faire sur simple mesure de l’augmentation de la 

perméabilité des membranes au NADH. La quantité de fibres est standardisée (5 mg de fibres 

fraîches). Il existe un biais sur la standardisation de la méthode en lien avec les quantités 

exactes de fibres prélevées et sur la teneur des fibres en mitochondries. La vitesse de 

consommation de NADH et d’oxygène auraient pu être ramenées à la quantité de citrate 

synthase pour normaliser les activités à une quantité de mitochondries. Nous avons fait le 

choix de ramener les activités à la masse de fibres humides et de regarder l’effet 

« alaméthicine ». Le ratio permet ainsi de normaliser les résultats obtenus. 

Comme nous pouvions nous y attendre une partie non négligeable de la consommation du 

NADH (méthode spectrophotométrique) est non sensible à la roténone. Ceci suggère qu’une 

partie du NADH ajouté sert à alimenter des réactions autres que la chaine respiratoire. Cette 
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réaction n’empêche pas de voir l’effet de la congélation sur l’augmentation de la perméabilité 

au NADH et l’effet alaméthicine. Ceci nous rappelle cependant que le NADH est capable 

d’intervenir dans un grand nombre de réactions chimiques et enzymatiques et que 

l’interprétation se complique dans un milieu plus hétérogène. 

Ce travail sur les fibres de muscle rouge nous montre que la congélation/décongélation 

entraine une importante altération des membranes plasmiques et mitochondriales. Pour la 

mise en place d’une méthode rapide, nous pourrions exploiter cette augmentation de 

perméabilité cellulaire et tissulaire. L’utilisation du NADH pourrait être couplée sur un tissu 

avec un complexe colorimétrique ou fluorimétrique réductible par les chaines respiratoires. 

L’intensité de coloration pourrait être proportionnelle au niveau de perméabilité au NADH et 

pourrait renseigner sur l’état du produit aquatique (frais ou congelé). 

Ces réactions sont très dépendantes de la quantité de mitochondries présentes dans les tissus. 

Le NADH n’est pas un substrat spécifique de la mitochondrie.  Il est capable de participer à un 

très grand nombre de réactions, avec une variabilité inter-espèces importante. Il s’agit donc 

là d’autant de facteurs qu’il sera indispensable de prendre en compte pour développer un test 

universel, ce qui demeure notre objectif. 
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Au cours de cette thèse, différentes conclusions ont pu être tirées notamment sur le 

fonctionnement des mitochondries après la mort du poisson. Différentes techniques ont 

également été utilisées : la cytométrie de flux, la spectrophotométrie et l’oxygraphie. Grâce à 

l’ensemble de ces méthodes, il a été possible de démontrer que les mitochondries peuvent 

être utilisées comme des marqueurs de fraîcheur et de congélation (CLEACH et al., 2019 ; SORET 

et al., 2022 ; BOUCHENDHOMME et al., 2022). La mitochondrie est un organite dont les 

membranes sont chargées, négativement pour la membrane interne côté matriciel et 

positivement dans l’espace intermembranaire. Cette différence de charge est responsable du 

transport des cations et des anions mais également des protéines (ZOROVA et al., 2018).  

L’utilisation du potentiel membranaire reste cependant un caractère assez limitant puisque 

celui-ci diminue avec le temps entrainant de ce fait la perméabilisation naturelle des 

membranes mitochondriales. Post mortem, la mitochondrie subit des dommages liés au 

temps. Ces dommages induisent une perméabilisation des membranes externe et interne de 

la mitochondrie mais aussi une altération au niveau des complexes de la chaine respiratoire. 

La perte d’intégrité de la membrane mitochondriale interne conduit à la perte du potentiel 

membranaire avec pour conséquence une équilibration des ions au travers de la membrane. 

Les complexes de la chaine respiratoire, notamment le complexe I, connaissent une perte 

d’activité au cours du temps de stockage mais aussi pendant la congélation.  

La congélation participe à la perméabilisation des membranes mitochondriales. Elle est la 

responsable d’altérations au niveau de la membrane mitochondriale interne, notamment sa 

perméabilisation. Cela induit également une perte de molécules tel que le cytochrome c, 

molécule nécessaire au bon fonctionnement de la chaine respiratoire (MEYER et al., 2017). Une 

fuite du NADH matriciel est également observable après altération de la membrane 

mitochondriale interne (BRISTON et al., 2017). Le NADH est un substrat du complexe I de la 

chaine respiratoire. Dans des conditions physiologiques, la membrane mitochondriale interne 

y est imperméable (LEVERVE & FONTAINE, 2001). L’altération de la membrane interne induite par 

la congélation peut laisser penser que le NADH peut traverser cette membrane et alors 

alimenter la chaine respiratoire. L’utilisation de substances inhibitrices comme la roténone 

permet de montrer la spécificité de consommation du NADH par le complexe I (LI et al., 2003).  

Une perméabilisation chimique a également pu être utilisée pour sonder les effets de la 

congélation sur les mitochondries issues du filet frais. L’alaméthicine induit la formation de 
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pores au niveau de la membrane mitochondriale interne et permet le passage de molécules 

comme le NADH à l’intérieur de la mitochondrie  

Trois études ont composé cette thèse. La première étude a été réalisée en utilisant la 

cytométrie de flux, ce qui permet de cibler les éléments à analyser (mitochondries). Nous 

avons pu distinguer différents niveaux de fraîcheur. Les produits aquatiques dont les 

mitochondries sont à haut potentiel membranaire, ont pu être assimilés à des produits « ultra 

frais ». Les produits aquatiques, dont le potentiel mitochondrial est plus faible mais 

« repolarisable » par les substrats, ont pu être assimilés à des produits frais. Enfin, les produits 

aquatiques, dont les mitochondries isolées ne sont plus « repolarisables », ont pu être 

assimilés à des produits moins frais. Cette méthode appliquée au muscle rouge semble très 

sensible et liée à la vitesse de dégradation des produits aquatiques et aux conditions de 

capture et de conservation. Cette méthode a été testée sur trois espèces de poisson mais 

pourrait être étendue à de plus nombreuses espèces. La congélation entraine une importante 

altération et perméabilisation des membranes mitochondriales. Elles contribuent à une perte 

de potentiel et à une fuite calcique mais qui semble aujourd’hui encore difficile d’exploiter au 

regard des résultats obtenus sur les produits frais conservés sur des périodes plus longues à 

4°C. 

C’est dans ce cadre qu’intervient la seconde étude de cette thèse. Il a été décidé de se focaliser 

sur le fonctionnement des complexes de la chaine respiratoire notamment par l’étude de la 

consommation de NADH par le complexe I et de la consommation d’O2. Une consommation 

de NADH plus importante a été observée pour les mitochondries issues de tissu rouge du filet 

décongelé. L’ajout d’alaméthicine a permis de visualiser l’activité maximale du complexe I 

pour les mitochondries issues du filet ultrafrais. Un effet alaméthicine est visible uniquement 

sur les mitochondries issues du filet frais. Ceci explique la perméabilisation déjà importante 

des mitochondries issues du filet décongelé. Le suivi de la consommation d’O2 a également 

montré que la chaine respiratoire conservait une certaine intégrité puisque 8 jours après la 

mort, une consommation d’O2 était toujours visible même si elle perdait en intensité. 

Le travail sur des mitochondries isolées nécessite des étapes d’extraction assez lourdes et 

longues, difficilement applicables en routine. Ces deux premières études ont été réalisées sur 

des mitochondries isolées de tissu rouge. Le tissu rouge est un tissu vascularisé contenant de 

nombreuses mitochondries et des molécules de réserve comme le glycogène (LUTHER et al., 
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1995). Il serait nécessaire d’étendre ces études au muscle blanc qui semble beaucoup moins 

stable dans le temps. L’utilisation de mitochondries isolées permet d’observer directement le 

fonctionnement de chaque complexe de la chaine. Cependant, cela ne reflète pas totalement 

le fonctionnement des mitochondries dans les tissus puisque celle-ci peuvent avoir des 

interactions avec d’autres organites (FREY & MANNELLA, 2000).  

Dans la troisième étude, nous avons utilisé les propriétés de perméabilisation des membranes 

plasmiques et mitochondriales par la congélation/décongélation. Le NADH peut alors diffuser 

librement et activer le complexe I et les chaines respiratoires. Une faible consommation de 

NADH par les fibres fraiches a été observée. L’utilisation de l’alaméthicine a permis une 

perméabilisation des membranes mitochondriales sur le tissu frais mais n’a pas eu d’effet sur 

le tissu décongelé. Concernant l’oxygraphie, une perte d’activité a pu être observé au cours 

du temps pour le tissu frais. Pour le tissu décongelé, les fibres présentent une consommation 

d’O2 plus faible que pour le tissu frais. L’alaméthicine n'a toujours pas d’effet sur ces fibres 

montrant alors que la congélation a permis de perméabiliser les différentes membranes 

mitochondriales. 

Si cette méthode sur les fibres de tissu rouge semble donner des résultats corrects pour 

différencier le frais du décongelé, il serait intéressant de développer cette méthode sur les 

fibres isolées du muscle blanc qui semble beaucoup plus fragile. 

Les différentes méthodes utilisées permettent de différencier les filets frais des filets 

décongelés. Cependant, les temps de conservation utilisés lors de cette thèse restent assez 

courts. Il serait alors intéressant d’allonger le temps de conservation des filets frais. Ils 

auraient pu être prolongés au-delà de 12 jours. Toutes les expérimentations ont été réalisées 

sur du tissu rouge. Or, ce tissu n’est pas toujours présent puisque certaines espèces n’en 

possèdent tout simplement pas (DRAZEN et al., 2013). C’est pour cela qu’à l’avenir, il serait 

intéressant de développer des méthodes utilisant le tissu blanc du poisson. Plusieurs 

difficultés seront rencontrées avec ce tissu. celui-ci possède en effet beaucoup moins de 

mitochondries que le tissu rouge et il semble s’altérer beaucoup plus rapidement également 

(LUTHER et al., 1995). Dans ce travail, nous avons utilisé les propriétés de perméabilité au NADH 

des membranes plasmiques et mitochondriales. Ce travail est rendu compliqué par les 

réactions possibles du NADH avec d’autres organites cellulaires. D’autre part, le NADH est 

aussi capable de diffuser par les mPTP. Par conséquent, le NADH n’est peut-être pas le 
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meilleur candidat pour mesurer l’altération membranaire des mitochondries. Des enzymes 

matricielles, dont le poids moléculaire serait supérieur à 3 kDa, pourraient ainsi être utilisées 

comme marqueur de congélation. Cette technique pourrait constituer la base d’un futur test 

pour discriminer les produits aquatiques frais des produits congelés/décongelés.  

Ceci constitue l’axe de recherches développé actuellement au laboratoire qui consiste à 

mener deux types d’approches en parallèle. La première est basée sur le développement de 

tests rapides pouvant être effectués par les industriels de la filière halieutique au sein même 

de leur entreprise. Ces tests ont pour but de délivrer des résultats rapides en cas de doute sur 

l’authenticité ou la qualité de leurs approvisionnements. Ces études rapides, dans le cas où 

elles n’apporteraient pas de réponses nettes et précises, seront à valider par des méthodes 

plus complexes. Celles-ci constituent la deuxième approche basée sur des techniques utilisées 

au sein du laboratoire, telle que la cytométrie de flux, afin d’apporter une réponse 

objectivement non discutable.  
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Résumé 
La consommation de poisson en France a augmenté de 20 % en 20 ans, passant de 19,1 

kg/hab/an en 2000 à 23,9 kg/hab/an en 2020. Cette hausse se traduit par une surexploitation 

de zones traditionnelles de pêche qui ne sont plus suffisantes pour alimenter le marché du 

frais. Pour pallier ce problème d’approvisionnement, la part de l’aquaculture s’est 

considérablement développée ces 20 dernières années en passant de 25,7 % à 46 %. 

L’exploitation de nouvelles zones de pêche de plus en plus éloignées des sites de 

consommation est aussi une autre alternative à ces problèmes d’approvisionnement.  

Si de nombreux produits aquatiques sont connus pour être commercialisés à l’état décongelé, 

l’alimentation du marché du frais par des produits décongelés constitue une fraude. La mise 

au point d’un outil fiable de détection des produits congelés/décongelés reste un enjeu 

majeur pour la filière des produits de la mer. Elle permettrait de détecter les fraudes, la 

congélation/décongélation pouvant entraîner des modifications au niveau du produit. 

La thèse avait pour but d’explorer l’utilisation des mitochondries comme marqueurs de 

fraîcheur et de décongélation. Les mitochondries sont particulièrement présentes dans le tissu 

musculaire rouge. C’est pourquoi notre étude s’est concentrée sur ce tissu pour les trois 

espèces de poissons étudiées : le bar (Dicentrarchus labrax), la daurade royale (Sparus aurata) 

et la truite arc en ciel (Oncorhynchus mykiss). La congélation va entraîner de profondes 

modifications structurales des mitochondries, avec une altération des membranes externes 

et internes (visible en microscopie électronique). L’altération des membranes mitochondriales 

va participer à la perte totale du potentiel mitochondrial des mitochondries isolées. Cette 

perte du potentiel a été analysée en cytométrie de flux grâce à deux sondes de potentiel : le 

TMRM et la Rhodamine 123. La perte de potentiel peut cependant être observée sur du filet 

de poisson frais à J9, ce qui limite l’utilisation de la perte du potentiel comme marqueur de 

décongélation. 

La perméabilisation des mitochondries par le choc congélation/décongélation a été étudiée 

en mesurant la perméabilité au NADH de mitochondries isolées. Le niveau de perméabilisation 

a été normalisé en utilisant un perméabilisant : l’alaméthicine. Cette perméabilisation a été 

suivie par la mesure de la vitesse de consommation du NADH par les mitochondries en 

spectrophotométrie et l’activation de la consommation de d’oxygène en oxygraphie. La 
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congélation/décongélation conduit à une perméabilisation au NADH des mitochondries et à 

une activation des complexes enzymatiques qui se traduit par un regain de consommation 

d’oxygène. 

Pour s’affranchir des étapes d’extraction des mitochondries, ces résultats ont été confirmés 

sur fibres musculaires. La congélation entraîne une rupture des membranes mitochondriales 

et des membranes plasmiques. Les fibres musculaires issues du muscle décongelé sont plus 

perméables au NADH et le consomment donc plus rapidement que les fibres fraîches. Une 

stimulation plus importante de la consommation d’oxygène par les fibres décongelées est 

aussi observée. 

Le maintien d’une certaine intégrité des mitochondries dans le muscle rouge permet 

d’explorer les fonctions mitochondriales et de les utiliser comme marqueur de 

congélation/décongélation des filets de poisson. Ces travaux ont montré que les 

mitochondries isolées ou présentes dans les fibres de filets frais étaient sensibles à l’action 

d’un perméabilisant. A l‘inverse, les mitochondries et fibres isolées de filets décongelés 

étaient insensibles à l’alaméthicine. Ceci traduit un niveau élevé d’altération des membranes 

mitochondriales dans ces produits. Cette technique, qui utilise le muscle rouge, semble 

efficace pour discriminer les produits aquatiques décongelés des produits frais. Il reste à 

définir si celle-ci peut s’adapter au muscle blanc des filets de poisson. 

Mots-clés : mitochondrie, complexe I, perméabilisation, congélation 
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Abstract  
Fish consumption in France has increased by 20% in 20 years, from 19.1 kg/inhabitant/year in 

2000 to 23.9 kg/inhabitant/year in 2020. This increase leads to an overexploitation of 

traditional fishing areas that are no longer sufficient to supply the fresh market. To overcome 

this supply problem, the share of aquaculture has grown considerably over the last 20 years, 

from 25.7% to 46%. The exploitation of new fishing areas that are increasingly far from 

consumption sites is also another alternative to these supply shortages, which increases travel 

from fishing to consumer. As a consequence, fraudulent practices of selling frozen/thawed 

aquatic products in the fresh market often occur. The development of a reliable tool for 

distinguishing fresh and frozen/thawed products remains a major challenge for the seafood 

sector.  

The thesis aimed to explore the use of mitochondria as a marker of freshness and freezing of 

fish. 

Mitochondria are mostly present in red muscle tissue. Therefore, our study focused on this 

tissue for the three fish species studied: sea bass (Dicentrarchus labrax), gilthead sea bream 

(Sparus aurata) and rainbow trout (Oncorhynchus mykiss). We have found that freezing leads 

to profound structural changes in mitochondria, with an alteration of the outer and inner 

membranes (visible in electron microscopy). The alteration of mitochondrial membranes 

contributes to the total loss of mitochondrial potential of isolated mitochondria. This loss of 

potential was analyzed in flow cytometry using two potential probes: TMRM and Rhodamine 

123. The loss of potential was observed on fresh fish fillet on Day 9, which limits the use of the 

loss of potential as a marker of freezing. 

Mitochondrial permeabilization by freezing/thawing shock was first studied by measuring the 

NADH permeability of isolated mitochondria. The level of permeabilization was normalized by 

comparison to permeabilization by a known channel-forming antibiotic alamethicin. This 

permeabilization was followed by the spectrophotometric measurement of the rate of 

consumption of NADH by mitochondria and the activation of oxygen consumption by 

oxygraphy. Freezing/thawing was shown to lead to NADH permeabilization of mitochondria 

and activation of enzyme complexes which results in increased oxygen consumption. 
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The results obtained on isolated mitochondria were confirmed on entire muscle fibres, thus 

allowing to skip the mitochondrial extraction steps. Freezing leads to rupture of mitochondrial 

membranes and plasma membranes. Muscle fibres from frozen muscle are more permeable 

to NADH and therefore consume it faster than fresh fibres. A greater stimulation of oxygen 

consumption by thawed fibers was also observed. 

Maintaining a certain integrity of mitochondria in red muscle makes it possible to explore 

mitochondrial functions and use them as a marker for freezing/thawing fish fillets.  This work 

showed that mitochondria isolated or present in the fibers of fresh fillets were sensitive to the 

action of a permeabilizer. Conversely, mitochondria and fibres isolated from frozen fillets were 

insensitive to alamethicin.  This reflects a high level of alteration of mitochondrial membranes 

in these products. This technique, which uses red muscle, appears to be effective in 

discriminating between frozen aquatic products and fresh products. It is necessary to define 

whether it can be adapted to the white muscle of fish fillets. 

Key words: mitochondria, complex I, permeabilization, freezing 


