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Introduction

La conservation des aliments vise a préserver leurs propriétés gustatives et nutritives et a
assurer leur salubrité. Dans le cas des produits carnés les techniques de conservation
traditionnelles sont dans la plupart du temps le marinage, le salage, le séchage, la
fermentation et le fumage. Ces opérations sont rarement exclusives et elles sont souvent
couplées.

Les évolutions de la réglementation et la libre circulation des produits ainsi que les
travaux sur la qualité des denrées alimentaires constituent un défi pour la maitrise
sanitaire des produits. Par ailleurs, les producteurs des pays du sud rencontrent
d’avantage de difficultés techniques et financiéres pour répondre aux normes officielles.

Dans la perspective de permettre a ces producteurs, de fabriquer des produits répondant
aux normes d’hygiéne, adaptés au contexte tropical, en privilégiant économie d’énergie et
facilit¢ de mise en ceuvre, I’'UMR Qualisud travaille sur la mise au point d’un procédé
innovant de salaison de produits carnés. Ce procédé consiste a la préstabilisation de la
viande par déshydratation imprégnation par immersion (DII) dans une solution mixte
(sel/sirop de glucose) suivie d’une fermentation lactique. Ces deux opérations unitaires
sont conduites a température ambiante (25°C) afin d’étre adaptées au contexte tropical.
Selon le traitement de DII, la fermentation risque d’étre perturbée par les modifications
physicochimiques de la viande (baisse de ’activité de I’eau (Aw), gain en sel). Les études
réalisées jusqu’a présent ont porté sur I’impact de la formulation par DII sur la cinétique
de fermentation (Pegoraro, 2005 ; Quaranta, 2007 ; Verdy, 2008). L’aspect sanitaire de ce
procédé et plus précisément sa capacité a assurer la stabilité microbiologique du produit
n’a pas été étudiée auparavant.

L’objectif de mon stage consiste dans un premier temps a la mise en place d’un protocole
permettant d’évaluer la réduction des bactéries pathogénes, notamment Listeria. Puis
dans un deuxieme temps, a appliquer ce protocole a des procédes qui se différencient
selon les paramétres de DIl afin de déterminer les conditions optimales pour assurer la
qualité microbiologique des produits. Dans une premiére partie, je définirai le procédé de
DIl associée a la fermentation, et j’analyserai les aspects microbiologiques en relation
avec la fermentation lactique et avec Listeria spp.

La deuxieme partie présentera la méthodologie et le matériel employés.

Enfin, les résultats seront présentés dans une troisiexiéme partie puis discutés ce qui
permettra d’identifier des perspectives de recherches pour ce projet.
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A. Bibliographie

1. Déshydratation-Imprégnation par Immersion (DII)

1.1 Principe de la DIl

La déshydratation est une technique physique de conservation des aliments. Elle consiste
a éliminer, partiellement ou totalement, lI'eau contenue dans I'aliment. Cette opeération
présente deux intéréts principaux : (i) diminuer l'activité de I'eau du produit pour atteindre
des wvaleurs suffisamment basses permettant d’inhiber le développement des
microorganismes et de stopper les réactions enzymatiques (ii) diminuer les masses et les
volumes afin de faciliter le conditionnement, le transport et le stockage. La
déshydratation peut se faire par plusieurs maniéres : séparation mécanique, entrainement,
ébullition, ou par différence de pression osmotique.

La deshydratation osmotique ou DIl consiste & immerger des aliments dans des solutions
fortement concentrées en agents dépresseurs de 1’activité de I’ecau (Aw) (sel et/ou sucre).
Ceci donne lieu essentiellement a deux transferts de matieres simultanés a contre courant
(figure 1).

Solution concentrée —»
(eau ; sel ; sirop de
glucose)

Départ d’eau du produit vers la
solution
Transfert de solutés, de

la solution vers le E—
produit

Figure 1 : Schéma des transferts de matiére
au cours de l'opération de déshydratation imprégnation par immersion

La DII dans des solutions concentrées (sel et/ou sucre) a basse température a été souvent
utilisée pour la transformation des végétaux et notamment des fruits, et plus récemment
pour les produits carnés.

La vitesse de déshydratation est fonction du prétraitement, de la concentration et de la
température de la solution déshydratante, du temps d’immersion, du rapport
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solution/produit et de la vitesse d’agitation. La connaissance des propriétés des solutions
utilisees conjuguée a celle des transports de matieres entre le produit et la solution ont
permis de dégager un domaine d'application rationnelle du procedé de DIl a la viande en
fonction des caractéristiques finales du produit de salaison souhaité (Collignan et al.,
2001).

Les études ont montré que lors de la DIl il s’opére un antagonisme entre le sucre (sirop
de glucose) et le sel, ce qui limite la diffusion de sel ainsi que de sucre. Le poids
moléculaire éleve des sucres fait que ces derniers diffusent lentement et forment un film
autour du produit. Ce film joue le role d’une barricre a I’imprégnation en sel (Collignan et
al., 2001 ; Santchurn et al., 2007 ; Santchurn, 2009).

1.2 Intéréts de la DI
Par rapport au séchage classique par entrainement, la DIl présente plusieurs avantages :
- Faible perte des qualités organoleptiques et nutritionnelles vu qu’elle s’opére a
basse température.
- Economie d’énergie puisque 1’élimination d’eau s’opére sans aucun changement
d’état physique.
- Rapidité avec I’optimisation des paramétres d’application comme la concentration
et le temps d’immersion.
L’étude de la concentration de la solution de DIl et le choix des agents dépresseurs de
I’Aw permetent de limiter et de contrbler la pénétration de solutés, ainsi que de
développer des nouveaux goQts et de nouvelles textures.

2. Fermentation lactique des produits carnés

La fermentation est I’0pération unitaire de conservation biologique la plus exploitée dans
le monde. L’application de cette opération a des produits carnés associée a d’autres
opérations unitaires (salage, séchage) donne une grande variété de produits tels que le
saucisson sec et le jambon sec (Durand, 1999).

La fermentation renforce d’une part la teneur en éléments nutritifs par la biosynthese des
vitamines, des acides aminés et des protéines, mais renforce également la salubrité du
produit en réduisant le risque d’apparition de composes toxiques tels que les aflatoxines
et les cyanogénes, et en produisant des molécules antimicrobiennes tel que I’acide
lactique. Par ailleurs, cette opération unitaire permet également le développement
d’aromes et d’une texture particuliere (Jeantet et al., 2007)
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Lactobacillus sakei est la bactérie lactique la plus utilisée pour la fermentation des
produits carnés. Elle est capable de fermenter des hexoses et des pentoses par la voie
hétéro-fermentaire facultatif pour synthétiser de I’acide lactique (Guyot, 2008).
Lactobacillus sakei représente la flore majoritaire de la viande conservée sous vide ou
elle joue un réle antagoniste contre le développement de bactéries pathogénes ou
d’altération.

Lors de la fermentation cette bactérie produit un certains nombre de bactériocines :
sakacine A (Schillinger et Lucke, 1989), sakacine M (Sobrino et al., 1992), sakacine P
(Tichaczek et al., 1994), sakacine 674 (Holck et al., 1994), sakacine B (Samelis et al.,
1994), sakacine K (Hugas et al., 1995), bavaricine MN (Kaiser et Montville, 1996),
lactocine S (Skaugen et al., 1997), sakacine T (Aymerich et al., 2000), bavaricine A
(Messens et De Vuyst, 2002), sakacine X (Vaughan et al., 2003), sakacine Q (Mathiesen
et al., 2005) et sakacine G (Héquet et al., 2007). Toutes ces bactériocines ont une activité
anti-listeria, et donc conférent a Lactobacillus sakei la propriété d’un bio-protecteur.

3. Procédé de DII associée a la fermentation lactique

La déshydratation osmotique toute seule ne permet pas d’assurer la stabilité du produit
c’est pour cela qu’elle est couplée a d’autres opérations unitaires. L’UMR Qualisud
propose de la coupler a une fermentation lactique (figure 2).
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Rond de gite

Préparation de la viande
(filets de 7*5*1 cm®)

\/

Deéshydratation impregnation par imimersion

R 5

Ringage

A4

Repos (4°C/18h)

\Z

Inoculation par des ferments lactiques
(Lactobacillus sakei)a 107 UFC/g

\/

Etuvage (25°C ; 99% HR)

Figure 2 : Diagramme du procédé de DIl
associée a la fermentation lactigue

Cette association de la fermentation lactique a la DIl a pour but ’amélioration de la
stabilité du produit et de ses caractéristiques organoleptiques et nutritionnelles.

L’emplacement de la fermentation lactique juste aprés la DII est bien réfléchi pour les
raisons suivantes:
- Etant donné que ’Aw de la viande fraiche est proche de 1, une fermentation
réalisée a une température ambiante (25°C) présente le risque de prolifération
d’une flore pathogéne et ou d’altération sur le produit.

- La DIl permet de changer les parametres physico-chimiques du produit en faisant
augmenter la teneur en sel et abaisser I’Aw. Ce changement de caractéristiques
physicochimiques du produit va favoriser la flore lactique au détriment d’une
autre flore compétitive (pathogéne et/ou d’altération).

¥
| F i
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- Le sucre gagne aprés le traitement de DIl améliore la fermentation lactique et
participe a I’acidification du produit.

- Un traitement de DIl postérieur & la fermentation entrainerait une diffusion de
I’acide lactique produit par la fermentation dans la solution de DII, présentant
alors une perte d’un élément de conservation principal du produit.

4. Qualité microbiologique des produits carnés

4.1 Contamination de la viande
Malgre les efforts des industriels en matiere de contrble et d'hygiéne alimentaire, les
produits carnés demeurent une cause importante d'épidémies.
La viande est I’un des produits alimentaires les plus périssables. Quelle que soit I’espéce
de I’animal, le muscle de la viande est un excellent milieu de culture pour les
microorganismes. Ses propriétés physicochimiques favorisent la prolifération
microbienne.
La composition moyenne générale de la viande est définie dans le Tableau 1.

tableau 1 : Composition moyenne de la viande

(d’aprés Noriega et al., 2009)

parametres Valeurs
pH 5-7

Activité de l'eau 0,98-0,99

Composition moyenne en (%)
Humidité 64-80
Protéines 16-20
Acides aminés libres 1,65
Lipides 6-10
Acide lactique 0,90
Glucose 0,25
Glycogéne 0,10
Sels minéraux 0,65
Vitamines (groupe B) 0,10

Cendres 1
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4.2 Modes de contamination de la viande
La distribution & longue distance, nationale ou internationale, est la cause de la dispersion
des agents pathogenes. Des contaminations croisées peuvent se produire tout au long de
la chaine de transformation du produit carné et ultérieurement en cuisine.
Dans les produits de salaison, la flore majoritaire est une flore utile représentée par la
flore lactique qui se développe au cours des étapes d’étuvage et de séchage. En revanche,
les bactéries pathogénes proviennent essentiellement de la matiére premiére, ou bien
d’une contamination produite lors des diverses manipulations soit par le matériel
employé, par le personnel ou encore par I’eau.
Concernant la matiére premiére, la contamination peut étre agonique (lors de 1’abattage)
et post mortem (lors de la préparation des carcasses). Ceci explique :

- Une contamination profonde des carcasses: peu importante pour les animaux
sains, mais non négligeable pour les carcasses quand il s’agit de bactéries
intestinales.

- Une contamination superficielle des carcasses: plus importante sur [’aire
d’abattage, dans les ateliers de découpe ou les chambres de stockage.

4.3 Bactéries les plus impliquées dans les Toxi-infections alimentaires
collectives (TIAC) associées aux produits carnés
Plusieurs bactéries sont impliquées dans les toxi-infections alimentaires associées aux
produits carnés. Certaines de ces bactéries sont présentées dans le tableau 2.

/o \v
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Tableau 2 : Bactéries associées aux TIAC et liées aux viandes

(d’aprés Jeantet et al., 2006)

perfringens
Bacillus cereus

Staphylococcus
aureus

Salmonella spp

Listeria
monocytogenes

Escherischia coli
0157 :H7

thermophile
Gram+, anaérobie facultative,
sporulée, développement possible
entre 5 et 50°C
Gram+, développement possible a aw
=0,83, Top =37°C,pHop =7

Gram-, aéro-anaérobie facultative,
mésophile

Gram+, Top=37"C,pH =7
Psychotrope, capable de former des
bio films

Gram-, développement possible entre
7 a 50°C et dans des aliments acides

Bactéries Caracteres biochimiques Produits a risque
Clostridium Gram+, sporulée, anaérobie stricte, Conserves, jambons fumés
botulinum mésophile, pHop =7 préparés a la maison
Clostridium Gram+, sporulée, anaérobie stricte, Plats en sauce mal refroidis

Viandes, plats cuisinés,
patisseries, lait, riz notamment
celui cuit a la vapeur
Produits manipulés par I’homme,
produits laitiers

Volailles, viandes,
ceufs et produits laitiers, fruits de
mer
Viande, lait, poisson

Viande et tout produit d’origine
animale

Listeria monocytogenes bien qu’elle ne sporule pas, présente une trés grande résistance
dans le milieu environnemental. Cette bactérie se trouve dans le sol et par la suite dans
tous les aliments. Elle se multiplie dans les aliments conservés au froid, et forme des
biofilms qui adherent au matériel et au plan du travail. Par conséquent elle est considérée
comme un probléme majeur pour la sécurité sanitaire des aliments (Héquet et al., 2007).

5. Listeria spp

Les animaux peuvent étre des porteurs sains de Listeria spp. Les carcasses et les viandes
de découpe en hébergent fréquemment mais en quantité faible (moins de 100 germes/g ou

cm?). Selon les pays, la viande est plus ou moins contaminée.

La présence de Listeria monocytogenes est en général associée a de fortes populations de
bactéries aérobies, Gram négatif.
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Cette espece ne se développe pas dans la viande a pH inférieur a 5,8, emballée sous vide
et stockée entre 2°C et 4°C, du fait de la présence des bactéries lactiques indigenes
(Larpent, 2000).

Pour des températures de stockage de 7°C, et a pH supérieur a 6, Listeria monocytogenes
est la flore dominante dans la viande avec les entérobactéries (Larpent, 2000).

La contamination humaine par Listeria spp est essentiellement alimentaire. Etant sensible
a la chaleur, la bactérie est en principe absente dans les aliments cuits et dans les
conserves, sauf si une contamination intervient aprés cuisson. Du fait de son aptitude a se
multiplier a basse température, Listeria spp est souvent associée aux aliments réfrigérés a
durée de conservation longue, et elle a pu étre détectée dans de la viande de beeuf
immergée dans une solution a 22 % (w/w) de chlorure de sodium (NaCl) et stockée 100
jours a 15°C-20°C (Sielaff, 1968).

Listeria monocytogenes est saprophyte a Gram positif, largement répandue dans la
nature. Cette bactérie responsable d'infections sporadiques séveres chez I'nomme et les
animaux est invasive, capable de traverser le placenta et de pénétrer le systeme nerveux
central (méningo-encéphalites). C'est une bactérie intracellulaire facultative, capable de
survivre et de croitre a l'intérieur de la plupart des cellules de I'h6te infecté. Chez
I'nomme, la majorité des patients sont fragilisés (immuno-déprimés, femmes enceintes,
nouveau-nes).

Vu le caractere pathogéne de Listeria monocytogenes, cette derniere sera remplacée dans
cette étude par Listeria innocua afin d’éviter sa dissemination (Hugas et al., 1995).
Listeria innocua posséde presque les mémes propriétés physicochimiques que Listeria
monocytogenes. Cependant elle n’est pas pathogene et I’incidence de cette bactérie dans
la viande est plus élevée que celle de Listeria monocytogenes (Houtsma et al., 1994).

5.1 Listeria innocua
Listeria innocua est une bactérie ubiquitaire non sporulée, a Gram positif.
Elle vit en saprophyte et elle résiste, comme les autres espéces de Listeria spp, a des
valeurs élevees de pH, de température et de concentration en NaCl.
Elle est capable de former un biofilm qui lui permet de s’attacher aux surfaces solides ou
elle prolifere et devient extrémement difficile a éliminer.
Les chercheurs pasteuriens ont démontré que 10 % des génes de Listeria monocytogenes
n’avaient pas d’équivalent chez Listeria innocua. Ces génes (environ 270), sont
certainement impliqués dans la virulence de la bactérie.
Listeria innocua présente un taux de croissance plus rapide que Listeria monocytogenes
dans un bouillon non sélectif (Evanson et al., 1991 ; Dush et Schaffner, 1993 ; Curiale et
Lewis, 1994). Listeria monocytogenes serait plus sensible a I’acriflavine, molécule
présente dans un bouillon d’enrichissement Fraser (Beumer et al., 1996). L’étude de
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Curiale et Lewis (1994) indique que Listeria innocua a une croissance plus rapide que
Listeria monocytogenes au cours des phases d’enrichissement.

5.2 Physiologie de Listeria spp
Influence de la température

Au laboratoire, Listeria spp se développe entre 3°C et 45°C, avec un optimum de
croissance entre 30°C et 37°C. Sur milieu tryptone 1 %, extrait de levure 1 %, K;HPO,
0,3 % et glucose 0,1 %, la bactérie possede un maximum, un optimum et un minimum de
croissance respectivement entre 40°C et 45°C, 38°C et 3°C. Cependant, 1°C est donné
comme température minimale de croissance (Baltimore, 1996).

Listeria monocytogenes est capable de modifier la composition lipidique de sa membrane
en augmentant le degré d’insaturation des lipides, ce qui induit la baisse de leur point de
fusion et assure la fluidité de sa membrane a des basses températures (Boyer et al., 2009).

Influence du sel

Sur un bouillon nutritif, Listeria se développe en présence de 10 % (w/w) de NaCl.
Cependant, certaines souches peuvent se développer sur "bouillon cceur-cervelle™ avec 12
% (w/w) de NaCl a pH 5 et entre 8°C et 30°C (Larpent, 2000).

Le stress osmotique chez cette espece induit la production de 12 protéines qui la
protégent contre le choc halophylique et les changements de température. Cette propriété
n’est cependant pas encore prouvée chez Listeria innocua, qui est moins résistante aux
fortes concentrations en sel (Boyer et al., 2009).

A une température de 5°C, la résistance de Listeria monocytogenes augmente vis & vis de
la concentration en sel (Houtsma et al., 1994).

Influence du pH

Listeria monocytogenes peut se développer de pH 5,6 a pH 9,6, avec un optimum a pH
neutre ou légerement alcalin. Apres un temps de latence de 2 jours a pH 5 et de 0,5 jour a
pH 5,6 le pathogéne atteint respectivement des populations de 1,5 10° et de 4 10°
UFC/ml.

Sur milieu "Bouillon trypticase de soja", 16 souches de Listeria monocytogenes débutent
leur croissance a pH entre 4,39 et 4,63, a 20°C -30°C (George et al., 1988 ; Borovian,
1989 ; Parish et Higgins, 1989 ; Sorrels et al., 1989).

Listeria monocytogenes est plus tolérante aux pH alcalins qu’aux pH acides. Elle peut
cependant survivre a pH 3,26.
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Influence de PAw

L’activité de 1’eau optimale pour la croissance de Listeria monocytogenes est de 0,97
mais elle peut se développer a 0,943 (Fenlon et al., 1996), et sa croissance s’arréte a une
Aw de 0,932 (Skovgaard et Norrung, 1989) alors que la croissance de Listeria innocua
s’arréte a une Aw entre 0,929 et 0,924 (Nolan et al., 1992).

Listeria innocua tolére mieux les faibles Aw que Listeria monocytogenes (Nolan et al.,
1992).

6. Tests de croissance des bactéries pathogenes sur des
produits carnés

Les tests de croissance visent I’étude des interactions entre des souches bactériennes au
sein d’une matrice alimentaire ou la validation d’un procédé du point de vue sanitaire ou
d’une date limite de consommation (DLC). lls se basent sur I’inoculation artificielle de la
matrice concernée par une souche bactérienne ou un mélange de souches, selon I’objectif
de I’¢étude, a une concentration bien déterminée avec le suivi de I’évolution de celle-ci par
des dénombrements.

L’inoculation des produits alimentaires Se fait selon différentes techniques en fonction du
type de produits. Cette inoculation peut se faire soit en profondeur si 1’étude vise a
modéliser une contamination profonde du produit, soit en surface dans le cas d’une
contamination externe.
L’inoculation peut se faire par :
- malaxage de la souche bactérienne avec la péate, par exemple dans le cas des
saucissons (Hugas et al., 1995),
- immersion dans une suspension bactérienne, par exemple pour des muscles de
viande (Duffy et al., 2001)
- pulvérisation de la suspension bactérienne sur le produit (Héquet et al., 2007)
- étalement avec un rateau d’un volume donné, d’une suspension bactérienne sur la
surface de I’aliment (Hart et al., 1991 ; Calicioglu et al., 2002 ; Kouakou et al.,
2009), cette technique étant la plus fréquemment utilisée.

Le taux d’inoculation initial doit étre moyennement élevé afin de limiter les effets de la
variabilité de la croissance dus a un faible niveau d’inoculation. En revanche, un nombre
tres élevé en certaines bactéries comme Listeria monocytogenes n’est pas non plus
recommandé car peu réaliste au regard des niveaux de contamination rencontres dans les
échantillons naturellement contaminés.
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Dans la littérature, le taux d’inoculation utilisé pour Listeria spp est de 10° UFC/g (Hart
etal., 1991 ; Duffy et al., 2001 ; Héquet et al., 2007).

Plusieurs études ont porté sur 1I’évaluation de la diminution des pathogenes au cours des
procedés de transformation des produits carnés tel que le salage, le séchage et la
fermentation :

Un saucisson séché fermenté inoculé avec 9,13 10® UFC/g de Listeria monocytogenes et
10° UFC/g de Lactobacillus sakei avec une maturation de 3 jours, montre une réduction
de 3,21 log de Listeria monocytogenes grace a la production d’une bactériocine par
Lactobacillus sakei. Dans la méme étude Listeria monocytogenes a été remplacée par
Listeria innocua avec un taux d’inoculation de 8,1 10° UFC/g. Cependant aprés 3 jours
de maturation Listeria innocua est sous le seuil de détection (< 10 UFC/g), (Hugas et al.,
1995).

Afin de valider un procédé de fabrication de soudjouk turque semi-séché (saucisson
fermenté semi-séché épicé), la pate a été inoculée avec 7,65 log UFC/g de Escherichia
coli H15707. Apres fermentation et séchage (3 jours, 24°C, 90-95% d’humidité relative)
et une cuisson (54,4 °C, 60 min) Escherichia coli H15707 a été sous le seuil de détection
(Calicioglu et al., 2001).

Calicioglu et al., 2002 ont montré que la fabrication de jerky (viande de bceuf séchée)
avec de la matiére premiére inoculée avec Listeria monocytogenes a un taux de 6,2 log
UFC/ cm?, incluant un marinage & pH 4,3, stockage 4 4°C pendant 24h avant un séchage
a 60°C pendant 10h entraine une réduction de 5,9-6,3 log UFC/cm® de Listeria
monocytogenes.

Smith et al., 1975 ont évalué I’impact du procédé de fabrication de pepperoni (salami
épicé) sur la survie de Salmonella dublin et Salmonella thyphimurium et ils ont montré
que ’utilisation des cultures starter (Pediococcus cerevisiae et Lactobacillus plantarum)
favorisent significativement la destruction des souches de Salmonella spp.

L’¢évaluation de I’impact du procédé de DII associee a la fermentation sur Listeria est
basée sur le méme principe que les exemples cités précédemment, avec une inoculation
artificielle de la viande par Listeria innocua et le suivi de son évolution par des
dénombrements.

12
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B. Matériels et méthodes

1. Matiere premiere
La matiere premiere utilisée est un rond de gite de beeuf. Le gras ainsi que 1’epimysium
sont éliminés, puis le muscle est mis en surgélation durant 5 min afin de faciliter la
découpe par une trancheuse a jambon. La découpe se fait dans un premier temps dans le
sens des fibres pour donner des tranches de 1 cm d’épaisseur. Ces tranches sont remises
dans le surgélateur durant 3min puis découpées a 1’aide d’un gabarit de 7x5 cm afin
d’obtenir des filets de viande de 7x5x1 cm® de volume. Les filets de viande ainsi obtenus
sont conditionnés dans des sacs plastiques. Aprés un passage de 10 min au surgélateur, ils
sont stockés dans un congélateur standard a -18°C.
Enfin, avant utilisation, les filets de viande sont mis a décongeler une nuit au réfrigérateur
(+ 6°C) et I’excédent d’eau est ¢liminé par absorption sur du papier. La découpe de
viande se fait dans une chambre froide a 4°C. Le plan de travail et le matériel sont
préalablement désinfectés avec de 1’alcool éthylique a 99,9°.Les filets utilisés pour
chaque essai sont issus d’un méme rond de gite.
Une vérification systématique de 1’absence de Listeria innocua sur la matiére premiére
est faite afin de bien maitriser le taux d’inoculation initial.

2. Préparation de la suspension d’'inoculation de Listeria
innocua

2.1Souche bactérienne
La bactérie utilisée est Listeria innocua (Listeria innocua CIP 20-595).

2.2Preéparation des cryobilles
La préparation des cryobilles est faite a partir des cryobilles datées de 2005 et stockées a -
20°C. 10 mL de bouillon nutritif (Oxoid, Angleterre) est versé dans des tubes stériles
avec 3 billes de Listeria innocua. La culture est agitée a 37°C durant 24h.
A partir de cette culture un isolement est fait sur agar Oxford (Merck, Allemagne). Les
boites Oxford sont incubées a 37°C /24h. A partir de ces boites 5 colonies sont rajoutées
dans un tube contenant 10 mL de bouillon nutritif (Oxoid, Angleterre). Le tube est incubé
a 37°C/24h sous agitation (100 rpm). 1mL de la culture est rajouté a un tube de
cryobilles, I’ensemble est mélangé soigneusement. Finalement tout le surnageant est
aspiré et les tubes sont gardés a -20°C

2.3Mise en culture et suivi de la croissance de Listeria innocua
300 mL de bouillon nutritif (Oxoid, Angleterre) est mis dans un erlenmyer de 500 mL
avec 5 cryobilles de Listeria innocua. La culture est incubée a 37°C en agitation
13
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(100rpm). L’absorbance (A) est suivie a 600 nm afin d’établir la courbe de croissance et
de déterminer le temps nécessaire pour atteindre la phase stationnaire.

2.4Préparation de la suspension d’inoculation et détermination de sa
concentration en Listeria innocua
Aprés avoir atteint la phase stationnaire de croissance, la culture est transvasée dans des
tubes stériles pour étre centrifugée (5000 g durant 20 min), le culot est dilué dans de I’cau
physiologique (99 de NaCl par litre) afin d’avoir une A de 1,7.

3. Mise au point de la méthode d’inoculation

3.1Méthodes d’inoculation envisagées
L’inoculation est peut étre induite selon trois méthodes :

- Un volume donné est mis directement sur chaque face de filet de viande et étalé
avec un rateau ou avec une oese sur les surfaces et les cotés.

- Un volume donné est mis dans une boite de Pétri dans laquelle le filet de viande
est mis a tremper.

- Une pulvérisation d’une suspension de Listeria innocua sur le filet de viande a été
envisagée. Faute d’un pulvérisateur autoclavable avec un volume gradué, cette
méthode a été exclue.

3.2 Essais avec de I’eau pour déterminer la méthode et le volume
d’inoculation
Dans un premier temps, ’inoculation est faite avec différents volumes d’eau afin de
déterminer la quantité qui pourrait étre déposée d’une maniére homogene sur le filet de
viande sans que ce dernier égoutte.

3.3Evaluation de la répétabilité de la méthode d’inoculation par Listeria
innocua
Pour évaluer la répétabilité de la méthode d’inoculation ainsi que le volume choisi, des
essais préliminaires d’inoculation sont faits sur des filets de viande fraiche en utilisant les
deux méthodes (étalement par rateau et trempage dans une boite de Pétri).
Les échantillons inoculés sont dénombrés a T, sur milieu Oxford.
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4. Application du protocole d’inoculation sur le procédé de DII
associée a une fermentation lactique

4.1Schéma de manipulation
Les manipulations réalisées ont suivi le schéma présenté par la figure 3.

Quelques paramétres physico-chimiques sont étudiés au cours de manipulation afin de
caractériser la fermentation.
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3 filets suivent la DIl sans inoculation avec

L. innocua et sont analysés (Aw, Ts, Te, PP, Tg,
Tac lac, pH, AT)

3 filets servent a vérifier 1’absence de L. innocua sur
la MP et mesurer Te, pH, AT, Ts, Aw

Inoculation de 15 filets par - 3 filets inoculés avec L.innocua sont analysés

L.nnocua (dénombrement de L. innocua avant DII)

Analyse de la solution de DIl (Aw, dénombrement

DII p de L. innocua)
N\

21 Filets de viande
fraiche

Ringage
3 filets sont analysés (dénombrement de L.
*7 W= innocua, Tg, Tac lac)
Repos (18h/ 4°C)
*7 - 3 filets sont analysés (dénombrements L. innocua,
Tg, Tac lac)

Inoculation ferments lactiques

3 filets sont analysés (dénombrements de L.
* 7 W= innocua et des  bactéries  lactiques,

dénombrement de la suspension de ferments)

Etuvage
3 filets sont analysés (dénombrements L.
| > innocua et bactéries lactiques, PP, Tg, Tac lact,
pH, AT)

Figure 3 : Schéma des manipulations réalisées

Avec:
PP : perte en poids, Te : teneur en eau, Ts : teneur en sel, Tg : teneur en glucose,
Tac lac : teneur en acide lactique,

L’Aw et la teneur en eau ne peuvent pas étre réalisées sur la viande inoculée par listeria
innocua (risque de contamination de 1’étuve et de I’ Aw-métre).
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Ces parametres ne seront pas influencés par la présence de L. innocua. Ainsi un procede
de DII est fait en parallele sur 3 filets non inoculés afin d’effectuer ces analyses.

Les teneurs en glucose, et acides lactiques ainsi que le pH et I’acidité titrable peuvent étre
réalisés sur des filets inoculés avec Listéria spp. Il n’est pas évident de savoir si ces
paramétres sont influencés ou non par listéria spp. Aussi, ces mesures ont été réalisees a
la fois sur des filets inoculés et non inoculés pour étudier I’influence de Listeria spp.

Une vérification de ’absence de L. innocua sur 3 filets de viande fraiche est réalisée afin
de ne pas confondre les contaminations naturelles et artificielles des filets.

15 filets sont inoculés parmi eux, trois filets sont analysés avant DI, trois filets apres DI,
trois filets aprés inoculation, trois filets aprés I’ajout des ferments lactiques, trois filets
apres etuvage.

4.2 Méthode d’inoculation
L’inoculation des filets de viande se fait par I’ajout de 0,5 mL d’une suspension de
Listeria innocua & 10* UFC/mL sur chaque surface du filet, & ’aide d’une pipette
automatique avec un étalement au rateau.
Afin d’avoir un taux d’inoculation de 10° UFC/g pour un morceau de viande qui pése
environ 38 g, I’inoculation doit se faire par une suspension d’environ 3,8 10* UFC/mL.

4.3Procédé de DII associée a la fermentation
DIl

Les conditions de la manipulation de DII réalisée sont présentées dans le tableau 3.

Tableau 3 : Conditions de réalisation de la DII

[DE21] [Sel] Temps d’immersion
(g/l d’eau (g NaCl/ 1 d’eau (h)
stérilisée) stérilisée)

950 100 5

La préparation de la solution se fait dans un récipient hermétique stérilisé et sous la hotte
afin d’éviter toute contamination. Le sel puis la poudre de DE21 sont ajoutés a un litre
d’eau stérile, I’ensemble est mis en agitation pendant 18h.

Les filets de viande sont disposés sur un portoir stérile et ’ensemble est immergé dans la
solution de DIl a température ambiante (25°C) et mis en agitation durant 5h (figure 4).
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A

Figure 4 : Dispositif d'immersion des filets de viande

Ringage

Apres la DI, les filets de viande sont rincés avec de I’eau stérile et avec un changement
d’eau pour chaque filet. Finalement les filets sont essuyés avec du papier absorbant stérile
puis stockés dans des boites de Pétri.

Repos

Les filets de viande sont mis en frigo a 4°C pendant 18h. Ce repos permet
d’homogénéiser la concentration en soluté dans le produit aprés la DII. L’historique de la
température est enregistré.

Inoculation par Lactobacillus sakei

La suspension de Lactobacillus sakei se prépare avec 1’ajout de 40 g de ferments
lactiques commerciaux de Lactobacillus sakei Texel L110 (Biovitec Lissieus, France) a
400 ml d’eau physiologique (9 g NaCl/l) et a 2 g de Delvocid (antifongique). La
préparation se fait dans des conditions aseptiques sous la hotte et avec un matériel stérile.
La suspension d’inoculation est systématiquement dénombrée.

Etuvage

Les filets sont suspendus a 1’aide des crochets stérilisés sur un support stérilisé et
introduits dans un pot avec couvercle, ces deux derniers sont désinfectés a 1’éthanol
(99,99 %) et mis dans une enceinte climatique (BIA Climatic, Conflans, France)
préalablement désinfectée a 1’éthanol. Cette enceinte est réglée sur les consignes de
température et d’humidité relative : T= 25°C, HR =99 % (afin d’éviter le séchage des
filets lors de 1’étuvage).

Les historiques de la température et de I’humidité est enregistre.
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4.4 Analyses microbiologiques
Préparation de I’échantillon

10 g sont découpés, a 1’aide d’un scalpel, sous forme d’un parallélépipéde au centre
géométrique du filet de viande.

Les 10 g sont mis dans un sac de stomacher avec 90 mL (dilution de 1:10) d’eau
peptonnée (AES laboratoire, France) et portés en broyage pendant 5 min.

Des dilutions décimales sont faites a partir de la solution mére avec de I’eau
physiologique.

Dénombrement

Le dénombrement de Listeria innocua est réalisé en surface sur milieu Oxford (Merck,
Allemagne). L’incubation est faite & 37°C/ 24h. Les seuils de détection des
dénombrements de la solution d’inoculation et des viandes sur oxford sont
respectivement de 10 UFC/ml et 100 UFC/qg.

Le dénombrement des bactéries lactiques est fait en masse sur un milieu MRS (Merck,
Allemagne). L’incubation est faite dans des jarres d’anaérobioses a 30°C/72h. Les seuils
de détection des dénombrements de la solution de ferments lactiques et des viandes sur
MRS sont respectivement de 1 UFC/ml et 10 UFC/g.

4.5 Analyses physicochimiques
Broyage

Les échantillons inoculés par Listeria innocua sont broyés dans un broyeur autoclavable
au laboratoire P2, alors que les échantillons non inoculés par cette bactérie sont broyés
avec un broyeur ménager au laboratoire de physicochimie.
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Dosages enzymatiques
Préparation de [’échantillon (extraction de Carrez)

Le protocole d’extraction est présenté par la figure 6.

peser environ 2.5 g de
viande brovée et la

transvaser dans une fiole >
de SO0ml /

Ajouter environ 30ml
// d'eau distillée et agiter

rd
e
-

Ajouter 2.5 ml de Carrez 1 (3.6 g de C6FeK4N6. 3H2O gsp 100 ml
d’eau distillée) et agiter

puis 2.5 ml de Carrez 2 (7.2 g de sulfate de zinc gqsp 100 ml d’eau
distillée) et agiter

Finalement 5ml de la soude (0.1 IN) et compléter le volume a 50ml

\ £
- Filtrer la solution avec du
papier Whatman 144

Figure 6 : Schéma d'extraction par la méthode Carrez

Y
i
o

Pour les échantillons inoculés avec Listeria innocua, la solution d’extraction est stérilisée
par filtration (0,22 um).

Teneur en acide lactique

Le dosage des acides D et L lactique est réalisé respectivement avec le kit ENZYTEC™
D-Lactic Acid (Scil Diagnostics, Viernheim, Allemagne) (1d-N° 5240) et L-Lactic Acid
(Scil Diagnostics, Viernheim, Allemagne) (1d-N°5260).

Ce dosage enzymatique consiste a eévaluer par spectrophotométrie a 340 nm
(Spectrophotometre HeAios o, Thermo Spectronic, Cambridge, Royaume Uni) le NADH
produit selon laréaction: ..\ | oy

D ou L-lactate + NAD* »pyruvate + NADH + H”

La teneur en D- ou L-acide lactique est calculée selon la formule :
T AA XV, X M@cide lactigue X stt X100

. cuve
ac lac —

£ X1 X1000 X Veop, X Myiande
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Avec :

T ac1ac - teneur en acide D ou L lactique (g/100g de viande)
AA : différence d’absorbance entre 1’échantillon et un blanc
¢ : coefficient d’extinction du NADH a 340nm

Vech @ volume d’échantillon dosé (mL)

Ve - Volume de la cuve (mL)

Vext - VOlume utilisé pour I’extraction (= 50 10° )}

Macide lactique - masse molaire de I’acide lactique (= 90g/mol)
Myiande - Masse de viande utilisée pour I’extraction (g).

| : trajet optique (1cm)

Teneur en glucose
™
Le dosage de D-glucose est réalisé avec le kit ENZYTEC D-Glucose (Scil Diagnostics,

Viernheim, Allemagne) (Id. N° 1210- 1002781). Le dosage consiste a évaluer par
spectrométrie (a 340nm) le NADPH produit selon les réactions :

D-glucose + ATP — > Glucose-6-phosphate + ADP

Glucose-6-phosphate + NADP* » D-gluconate-6-phosphate + NADH + H”

Le calcul de la teneur en D-glucose de la viande se fait selon la formule :

CAAX V(50 107°) X Voo X Mp grucose

% 100
g eXIX1000X V. X Myonde

Avec:

Tg : teneur en D glucose (g/100g de viande)

AA : différence d’absorbance entre 1’échantillon et un blanc

& : coefficient d’extinction du NADH 4 340nm (6,3 |.mmol™.cm)
Ven : volume d’échantillon dosé (mL)

| : trajet optique (= 1cm)

Veuwe : Volume de la cuve (3,02 mL)

Vext - Volume utilisé pour 1’extraction (50 10° )

Mpygiucose - Masse molaire du glucose (180,16 g/mol)

Myiande : Masse de viande utilisée pour 1’extraction (g).

Teneur en sel

La teneur en sel est calculée a partir de la détermination de la concentration des ions
chlorures libres par un chloruremétre (Sherwood, France) aprés extraction de ces ions par
une solution d’acide nitrique (figure 7).
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Ajouter 50 ml d'acide nitrique 2 0.1 N

Placer sous agitation horizontale
(vitesse 6) a température

- ambiante pendant 2h.
Laisser décanter pendant 1h
avant de faire la mesure

Frc e avec le chloruremeétre

broyée oude 0.3 gdela
viande broyée aprés DII
dans un pot de prélévement
de 60ml

Figure 7 : Schéma de préparation de I'échantillon
avant la mesure de la teneur en sel avec le chloruremétre

Le calcul de la teneur en sel se fait selon la formule :
1,648xVxXx10" %

s =

Myiande

Avec :

Ts : teneur de sel en g/100 de viande

x : valeur affichée par le chloruremétre (mg CI/I)

V : volume de la solution d’acide nitrique utilisée pour I’extraction (50 107 I)
m : masse de 1’échantillon (g)

pH et acidité titrable

La préparation de I’échantillon a analyser est schématisée par la figure 8.

Peser environ 3 g de wviande »
broveée dans 1 becher de =SS

40 mT. Compléter avec exacterment

30 z d'ean distllées
Introdmre dans le bécher un
barrean ammante et agiter
duorant 340 min

Figure 8 : Schéma résumant la préparation de I'échantillon
avant la mesure avec le titrateur automatique
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Pour les échantillons inoculés avec Listeria innocua, la solution est stérilisée par filtration
(0,22 pm).

Un titrateur automatique (SCHOTT Instruments, Mainz, Allemagne) est utilisé pour la
mesure de pH et de I’acidité titrable.

Le pH est lu juste aprés le démarrage du titrateur automatique, alors que pour I’acidité
titrable une titration est faite par I’hydroxyde de sodium (NaOH) a 0,05 N jusqu’a un pH
de 8,3.

Le calcul de I’acidité titrable se fait selon la formule :
AT = (Vyaor X Cyaor X 100)/M 0040
Avec

AT : aciditeé tirable (meq/100g)

VnaoH : Volume de soude versé (mL)

Cnaon : concentration de la solution de soude utilisée (0,05 mol/l)
Myiande - Masse de viande (g)

Activité de I’eau

L’activité en eau est mesurée a 25°C avec un Awmetre FAST/1 (GBX, Romans, France).
Teneur en eau

Environ 5g de viande broyés sont mis dans une étuve (Memmert, Schwabach,
Allemagne) a 103°C durant 24h. A la fin de I’étuvage la teneur en eau est calculée selon

la formule :
iy Myiande avant étuvage ™ Mviande aprés étuvage

%100

Myjande avant étuvage

Avec :

Te : teneur en eau (g/100g de viande)
Myiande avant étuvage - Masse de viande avant étuvage ()
Myiande aprés étuvage - Masse de viande aprés étuvage ()
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4.6 Calculs des transferts de matiere au cours de la DIl et de la
fermentation
Perte en poids

i. AucoursdelaDIl:

Mapprr — Mappir
PP = P %100
Mappir

Avec :

PP : perte en poids (g/100g de matiére avant DII)

Maypn - Masse du filet de viande avant D11 ()

Mappir - Masse du filet de viande aprés DI et avant la fermentation (g).

ii. Au cours de la fermentation :

m —m
PP — avferm ap ferm % 100

m

avferm

Avec :
PP : perte en poids ( g/100g de matiérg avant fermgntation).

Mavferm - Masse du filet de viande apres-BH-etavant la fermentation (g)
Mapferm - Masse du filet de viande a la fin de la fermentation ()

Perte en eau au cours de la D11
Elle est calculée a partir des teneurs en eau des échantillons selon la formule :

PE = Te _ Te.non X Mopon
avDl

Moo

Avec .

PE : perte en eau (g/100g de matiére avant DII)

Teavpir : teneur en eau du filet de viande avant D11 (g/1009)
Teapon : teneur en eau du filet de viande aprés DIl (g/100)
Maypii: Masse du filet de viande avant DII (g)

Mapon: Masse du filet de viande apres DII (g)

Gain en sel au cours de la DII

Il est calculé a partir des mesures de teneurs en sel des échantillons selon la formule :
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G, =

Avec :

T

sapDII < Mappir

- Ts::wﬂ”
Maypprr

Gs : gain en sel (9/100 g de matiére avant DII)

Tsavon - teneur en sel du filet de viande avant DIl (g/100g)
Tsapon : teneur en sel d’un filet de viande apres DII (9/100g)

Mayvpn : masse d’un filet de viande avant DIl (g)
Mappn - masse d’un filet de viande apreés DI (g)

Gain en sucre au cours de la DII

Un bilan matiére est établi pour déduire le gain en sucre :

Gsuc=PE-Gs—-PP+P

solutés propres

Gsuc : gain en sucres en % base humide.
. perte en solutés propres au cours de la DIl en % base humide (sont

solutés propres

considérés négligeables)

C. Résultats et discussion

1. Mise au point du protocole d’inoculation

1.1 Courbe de croissance de L. innocua

<
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Figure 9 : Mesure de I’absorbance de la culture de L. innocua

au cours du temps incubée a 37°C avec agitation (n = 2)
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Les deux courbes (figure 9) montrent que la croissance de Listeria innocua passe par trois
phases :

Une phase de latence qui dure 5 a 7h. Pour cette étape il n’y a pas de division cellulaire.
Il s'agit d'une période au cours de laquelle les cellules synthétisent les enzymes qui vont
leur étre nécessaires pour utiliser les substrats du milieu.

Une phase exponentielle ou d’accélération au cours de laquelle les cellules se divisent
pour arriver a une phase stationnaire qui commence apres 18h a 24h de culture. Au cours
de la phase stationnaire la multiplication cellulaire apparait nulle et la turbidité cellulaire
est constante.

Les différents essais réalisés montrent que I’A a la phase stationnaire difféere d’une
culture a une autre. Cette différence pourrait étre expliquée par la variation des cryobilles
qui ne renferment pas forcement le méme nombre de bactéries lors de la mise en culture.
Cependant il est indispensable de fixer une A dont la concentration en UFC/mL est bien
connue afin de bien maitriser le taux d’inoculation initial des filets de viande. Pour ce
faire, il est nécessaire de centrifuger et diluer le culot dans de I’eau physiologique jusqu’a
obtenir une A fixée a 1,7.

1.2 Essais d’inoculation des filets
Détermination du volume de la suspension d’inoculation

Les essais préliminaires avec de I’eau ont permis de dégager, pour chaque méthode, des
intervalles d’application pour la quantité adéquate qui pourrait étre étalée sur un filet de
viande :
- Etalement par rateau : 0,15 mL <V <0,5 mL et & partir de 0,75 mL par surface,
le filet commence a égoutter.
- Trempage dans une boite de Pétri : 0,75mL <V < ImL, le filet n’est pas capable
d’absorber plus de 1ml de solution.

L’étalement a I’aide d’une oese ne pourra pas €tre utilisé car elle abime la surface du filet
de viande.

Finalement les volumes retenus pour chaque méthode sont :
0,5 mL par surface dans le cas d’étalement par rateau, et ImL pour le trempage dans une
boite de Pétri.

Concentration de la suspension d’inoculation de L. innocua
p

La concentration de la suspension bactérienne a une A= 1,7 est présentée dans le tableau
4.
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Tableau 4 : Concentration en L. innocua a une A de 1,7
Dénombrement sur Oxford
Suspension d’inoculation de Listeria 8,14 + 2,03 10" UFC/mL
innocua a A= 1,7 n=>5
(Valeur aprés + est I’écart type; n est le nombre de répétitions)

L’A de la suspension bactérienne de Listeria innocua est fixée a 1,7 (x0,02). Le
dénombrement de cette suspension donne une concentration de 8,14 (+ 2,03) 10°
UFC/mL.

Les essais montrent que le dénombrement de la suspension bactérienne a cette A est
reproductible (n = 5). Cependant il faut rappeler que cette méthode de corrélation entre la
concentration bactérienne et la mesure de la turbidité ne fait pas la distinction entre les
bactéries viables et non viables. Il est donc indispensable de faire un dénombrement
systématique de la suspension bactérienne lors de chaque manipulation afin de vérifier la
concentration.

Inoculation des filets avec L. innocua
Les résultats de dénombrement de L. innocua a to sont présentés dans le tableau 5.

Tableau 5 : Dénombrement des filets de viande inoculés a t, selon deux techniques

Dénombrement sur Oxford
Inoculation des filets de Etalement par rateau Trempage dans une boite de
viande avec une (0,5 mL / surface de filet) Pétri (1 mL)
suspension de Listeria
innocua & 10° UFC/mL 3,6 £ 1,63 10° UFC/g 3,6 +2,33 10° UFC/g
n=3 n=3

(Valeur aprés =+ est I’écart type; n est le nombre de répétitions)

Les deux méthodes d’inoculation utilisées (étalement par rateau et trempage dans une
boite de pétri) donnent la méme concentration d’inoculation a to. Vu que 1’étalement avec
le rateau est le plus utilisé dans la littérature, il a été retenu pour la réalisation des essais.

2. Suivi de L. innocua et des parametres physicochimiques au
cours du procédé de DII associée a la fermentation lactique

2.1 Dénombrement de L. innocua sur la matiere premiéere
Pour chaque essai un dénombrement de L. innocua est réalisé sur la matiére premiere.
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Les resultats de ces denombrements montrent que cette espece bactérienne est en dessous
du seuil de détection dans les viandes fraiches utilisées.

2.2 Transferts de matiere
Des analyses sur les filets de viande avant et aprés DIl ont permis d’évaluer 1’effet de
cette derniere sur certains parameétre physiques (tableau 6).

Tableau 6 : Transferts de matiére au cours de la DIl et de la fermentation (n = 9)

Perte en Perte en eau Gain en sel Gain en sucre
poids (9/1009) (9/1009) (9/1009)
(9/100g)
Aucoursdela 16,45+0,13 20,11+£0,9 15+£0,51 2,16 £ 1,32
DIl n=9 n=9 n=9 n=9
Aucoursdela 0,86%0,04
fermentation n=9

(Valeur apres =+ est I’écart type; n est le nombre de répétitions)

Les résultats montrent que la DIl entraine une perte en eau de 20% et un gain en sel en en
sucre respectivement 1,5% et 2,16%. Le gain en sel obtenu est Iégerement inférieur a
celui obtenu dans des études antérieures (2%) pour les mémes conditions de DII
(Quaranta, 2007 ; Verdy, 2008).

Au cours de la fermentation la perte en poids est négligeable ce qui montre que 1’étuvage
n’entraine pas un séchage supplémentaire pour le produit.

2.3 Résultats physico-chimiques
Les parametres physicochimiques (activité en eau, teneur en eau et en sel, pH) des
viandes aux différentes étapes du procédé sont présentés dans le tableau 7

Tableau 7 : Pramétres physicochimiques de la viande inoculée
et non inoculée avec L. innocua (n=6)

Aw Te pH Ts
(%) (9/100g)
Viande non Viande 0,998 74,33 5,59 0,064
inoculée avec fraiche +0,012 +0,25 +0,27 +0,009
L. innocua apres DII 0,972 64,81 5,42 1,87
+0,003 +1,25 +0,04 +0,62
Viande inoculée Apres 5,24
avec L. innocua étuvage +0,15

(La valeur apres (£) présente 1’écartype)
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2.4 Résultats des dénombrements des bactéries lactiques
Le tableau 8 présente les dénombrements des bactéries lactiques aprés inoculation par les
ferments et 24h d’étuvage.

Tableau 8 : Dénombrements des bactéries lactigues (n = 6)

Apres inoculation avec Aprés 24h d’étuvage
L. sakei
At
6,3 + 3,04 10" UFC/g 1,15 + 0,21 10° UFC/g
n==6 n==6

Les résultats montrent que 1’inoculation préalable par Listéria innocua ne modifie pas la
quantité de ferments initiale puisque Verdy (2009) obtenait également 7 log UFC/g de
bactéries lactiques aprés trempage dans la solution de ferments. Apres étuvage, on a une
croissance des bactéries lactiques (de 2 log UFC/q) telle que I’avait observé Verdy (2009)
sur des filets non inoculés par listéria innocua.

2.5Suivi de I’acide lactique et de glucose au cours du procédé
Les teneurs en acide lactique et en glucose des viandes aux différentes étapes du procédé
sont présentees sur la figure 10.

0,7

0,6

0,5

0,4

M D-acide lactique

0,3 W L-acide lactique

0,2

—— [@D-glucose

0,1 +

Concentration (g/100 g de matiére)

0

Viande aprés  Viandeaprés Viandeaprés Viande aprés
DIl (témoin) DI repos fermentation

Figure 10 : teneurs en acide lactique et en glucose au cours du procédé
(n=6, barres= intervalles de confiance a 95%)

Les résultats montrent que les teneurs en acides D et L lactique apres DIl sont identiques
que les filets aient été inoculés ou non par Listeria innocua. Par contre, la teneur en
29
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glucose des filets inoculés est supérieure a celle des filets non inoculés. Cela laisse
supposer que Listeria innocua participerait a la dégradation des sucres complexes
présents dans la solution de DII en sucre simple tel que le glucose et améliore la diffusion
de ce dernier dans les filets de viande.

L’acide L lactique, qui existe naturellement dans la viande, diminue au cours du repos (de
0,611 +0,11 aprés DIl a 0,543 +0,15 ¢/100g) et de la fermentation (& 0,461 +0,04
g/100g). Cette diminution pourrait étre expliquée par la possibilité de sa conversion en D-
acide lactique sous I’effet des bactéries telle que Listeria innocua et les bactéries lactiques
qui existent naturellement dans la viande.

Au cours de I’étuvage, il y a production d’acide D lactique (de 0,1 a 0,3 g/100g soit une
production de 0,2 @/100g) et consommation du glucose de 0,4 a 0,3 soit une
consommation de 0,1 g/100g .Comparés aux résultats de Verdy (2009), sur des filets non
inoculés, on a la méme production d’acide D lactique mais une plus faible consommation
du glucose (0,2 g/100g dans son cas).

Il semble donc au vu de ses résultats que la fermentation se soit déroulée de la méme
facon que sur des filets non inoculés.

2.6 Evolution de L. innocua
Les résultats des dénombrements de Listeria innocua au cours du procédé de DIl associée
a la fermentation sont présentés sur la figure 9.

Les filets de viande sont inoculés initialement avec 1,6 (+0,43) 10° UFC /g de Listeria
innocua.
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Figure 11 : Evolution de la concentration de L. innocua au cours du procédé
de DIl associée a la fermentation (n= 6, barres = intervalles de confiance a 95%)

Au cours de la DII

Aprés la DI, la concentration bactérienne en L. innocua a diminué & 1,65 (+0,91)10°
UFC/g. Cette réduction serait a priori due I’effet mécanique de 1’agitation lors de
I’'immersion et du rincage ce qui entraine un passage d’une partie de L. innocua dans la
solution de DII et dans 1’eau.

En effet, Listeria innocua peut survivre a une Aw de 0,92 et a un taux de NaCl de 12 %
(w/w). Or la solution de DII a une Aw d’environ 0,97 avec un taux en NaCl de 4,8 %
(w/w). Aussi L. innocua avait la capacité de se multiplier dans la solution de DII.

Pour vérifier I’hypothése qu’une partie de L. innocua est passée dans la solution de DI,
des dénombrements de la solution de DII a la fin de I’immersion ont été réalisés (tableau

9).
Tableau 9 : Dénombrement de L. innocua dans la solution de DII
Essai 1 Essai 2 Essai 3
Dénombrement de L. innocua 2 (+2) 10° 88 (£0,6) Sous le seuil de
dans la solution de DI|I UFC/mL UFC/mL détection

(Valeur apreés + est I’écart type; n = 3)
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Les résultats donnent des taux de contamination (tableau 9) non reproductibles. Cette
variation pourrait étre expliquée par le fait que le faible volume de solution de DIl
prélevé (0,1mL) n’est pas représentatif en termes de concentration en Listéria innocua de
la solution. En effet, la solution de DIl est trés visqueuse ce qui explique que la
concentration en listéria n’était probablement pas homogeéne.

Au cours du repos

Les filets sont stockés a une température de 4°C en aérobiose. Ces paramétres ne génent
pas la prolifération de L. innocua qui a comme température limite de multiplication 1°C
ce qui explique la tendance de cette espéce bactérienne a évoluer dans les filets de viande
lors du repos (passe de 1,65 (+0,9) 10? UFC/g & 3,75 (+1,9) 10° UFC/g).

Lors de I’inoculation par les ferments lactiques

Le trempage des filets de viande dans une suspension de L. sakei ne montre pas d’effet ni
sur L. sakei ni sur L. innocua. Le dénombrement sur MRS donne une concentration en
bactéries lactiques de 6,3 (+3,04) 10’ UFC/g (mémes résultats trouvés par Verdy, 2009)
(tableau 8).

L. innocua a la capacité de former un biofilm pour adhérer aux surfaces solides, peut étre
que c’est cette propriété qui a réduit I’effet mécanique du trempage sur cette bactérie.
Lors de la fermentation

Le dénombrement aprés fermentation montre que la concentration de L. innocua passe de
10° UFC/g a 3,6 (+2,68) 10° UFC/g a la fin de la fermentation.

L. sakei est dotée d’une propriété anti-Listeria grace a la production de bactériocines.
Dans la littérature 1’effet d’inhibition de L. innocua par L. sakei est constaté apres 72h de
contact entre les deux bactéries (Héquet et al., 2007). La production de bactériocines est
favorisée a 20°C et a un pH entre 5 et 6 (Héquet et al., 2007). Ces parametres sont bien
représentés dans les conditions expérimentales. Ceci laisse supposer que la durée de
fermentation est insuffisante pour que Lactobacillus sakei produise une dose efficace de
bactériocines permettant I’inhibition de L. innocua.

La production de bactériocines par Lactobacillus sakei exige des bonnes conditions de
croissance de cette espece bactérienne (Héquet et al., 2007), cela met en cause la facon
dont Lactobacillus sakei est préparée pour I’inoculation de la viande. En effet
Lactobacillus sakei dans les essais est utilisee sous une forme lyophilisée ce qui
représente un stresse majeur pour la bactérie, et elle est suspendue dans de I’eau
physiologique pour étre utilisée pour I’inoculation des filets. Vu que 1’eau physiologique
ne représente aucun élément nutritif pour la bactérie, Lactobacillus sakei n’a pas les
moyens pour surmonter le stress et se réactiver. Aussi, il faudrait que la bactérie passe par
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une étape d’enrichissement permettant de la remettre dans des bonnes conditions de
croissance avant 1’inoculation.
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Conclusion et perspectives

Les résultats des dénombrements des filets inoculés avec L. innocua ont bien montré que
le protocole mis en place est reproductible, permettant de bien évaluer la robustesse d’un
point de vue microbiologique du procédeé de DIl associee a la fermentation lactique.

Le procédé de DIl entrainant une perte en eau de 20% associée a la fermentation a permis
une réduction bactérienne de L. innocua juste apres le traitement de DIl de I’ordre de 1
log UFC/g. Cependant, une augmentation équivalente est observée aprés fermentation,
avec une tendance a évoluer aussi au cours du repos. Sachant que la contamination par L.
innocua n’a pas géné la fermentation, il serait intéressant de prolonger la durée d’étuvage
pour étudier 1’effet de L. sakei sur la croissance de L. innocua.

Cette étude a permis de détecter deux points critiques dans ce type de procédé a savoir le
repos et la fermentation.

Il est recommandé de réduire le temps de repos afin de limiter le temps de prolifération
bactérienne et d’augmenter le temps de fermentation pour que Lactobacillus sakei
produise une dose efficace de bactériocines permettant 1’inhibition de Listeria innocua.

La survie de Listeria innocua dans la solution de DIl exclut la possibilité de recyclage de
cette solution pour la réutilisation. 1l serait intéressant de réaliser un test de croissance sur
la solution de DII afin de déterminer le taux de croissance maximale de Listeria innocua
dans cette solution.

Le dénombrement des bactéries sur milieu MRS donne la concentration de toutes les
bactéries lactiques et pas seulement de Lactobacillus sakei. Afin de trouver une
corrélation entre la concentration d’inoculation en Lactobacillus sakei et le taux
d’inhibition de Listeria innocua il est préférable d’adopter une technique permettant de
dénombrer Lactobacillus sakei indépendamment des autres bactéries lactiques. 1l serait
aussi intéressant de faire le dosage des bactériocines produites par Lactobacillus sakei
afin de déterminer les meilleures conditions permettant leur production en fonction de
type de DIl appliguée.

Finalement un test de croissance pourrait se faire sur le produit apres fermentation afin
d’évaluer sa stabilité dans le cas d’une contamination et s’il permet de respecter la norme
de inférieur a 100 UFC/g de Listeria monocytogenes a la fin de la DLC.

Des études sur la composition de la membrane de Listeria innocua et Listeria
monocytogenes montrent que la membrane de Listeria innocua est plus électronégative
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que celle de Listeria monocytogenes (Boyer et al., 2009). L’électronégativité des
membranes cellulaires intervient principalement dans leur réponse vis a vis du stress
environnemental tel que le pH, le sel et Aw. Si Listeria innocua difféere de Listeria
monocytogenes au point de vue des fonctions membranaires il est imaginable que les
capacités de survie de Listeria innocua différeraient aussi.
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