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CHAPITRE 1

A I'heure ol les
frontiéres politiques et
économiques se sont
estompées, les éléments
qui différencient

et identifient un

aliment deviennent
particulierement
importants, aussi bien

pour les producteurs
que pour les
consommateurs.
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1. INTRODUCTION

1.1 PRODUITS ALIMENTAIRES TRADITIONNELS ET DEVELOPPEMENT RURAL

A I'heure ol les frontieres politiques et économiques se sont estompées, les éléments
qui différencient et identifient un produit sont devenus particuliérement importants,
pour les producteurs et les consommateurs. Dans chaque pays, les ressources locales,
notamment représentées par les produits alimentaires traditionnels, peuvent avoir un
impact économique considérable. Cependant, , il est important de créer des schémas de
production qui permettent d'exploiter non seulement la diversité et la complémentarité des
produits alimentaires traditionnels, mais aussi les savoir-faire qui permettent I'optimisation
des marges et des bénéfices des producteurs|i].

La définition de produit traditionnel n'est ni claire, ni facile, et fait 'objet de plusieurs
interprétations selon les auteurs [2]. D'apres certains, les produits traditionnels sont des
produits uniques qui proviennent de matieres premiéres spécifiques et d’un savoir-faire
reliés a des techniques de production et de distribution, ainsi qu’'une consommation
associée a des dénominations de produit local, traditionnel, artisanal ou régional [2]. D'une
maniére générale, les produits identifiés par leur origine géographique, par le processus de
production ou les caractéristiques intrinséques qui les lient a une coutume, a un savoir-faire
ou a une époque et qui les différencient d’autres produits sont également appelés produits
traditionnels [3].

Par ailleurs, la tendance croissante a la consommation d’aliments plus sains et la préférence
de produits spécifiques et d’origines déterminées, permet une forte revalorisation des
produits traditionnels dans les zones de consommation urbaine. Il est ainsi essentiel que
les pays du sud-ouest européen qui ont un patrimoine important de produits agricoles et
agroalimentaires, parient sur la différenciation de ceux-ci, en augmentant leur valeur, en
préservant les coutumes anciennes et les modes de production, afin de les transmettre aux
générations futures dans une optique de développement économique durable.[s].

Les viandes de salaison fumeées, surtout de porc, ont un énorme impact sur I'économie
du Sud-ouest de I'Europe. Il est donc important de développer de nouveaux concepts et
technologies qui permettent d’augmenter la valeur commerciale de ces produits avec pour
objectif de dynamiser le secteur, sans délaisser la typicité des processus de production, du
territoire et des personnes qui y sont associés.

A I'exception de certains pays en voie de développement, ol la chaine du froid n’est pas
largement établie, fumer ou sécher un aliment a pour objectif principal, aujourd’hui, de
lui apporter des caractéristiques organoleptiques différentes, selon le mode de production,
la culture alimentaire ou le territoire ou il est fabriqué. Donner au produit salé/fumé un
golt caractéristique, qui séduise le consommateur, est aujourd’hui, un des principaux buts
de cette industrie traditionnelle. Leffet conservateur de ces techniques est, dans certains
cas, minimal, c’est pourquoi l'utilisation d'additifs chimiques pour garantir la sécurité
microbiologique peut, ainsi, affecter la sécurité chimique [1].

1.2 ADDITIFS SYNTHETIQUES CONSERVATEURS DANS LES PRODUITS DE
SALAISON FUMES

Les additifs alimentaires sont des substances naturelles ou de synthéses, ajoutées
intentionnellement aux aliments, dans un but technologique ou organoleptique, au cours de
la production. Les additifs et leurs sous-produits deviennent alors des composants de ces
derniers. lls peuvent avoir, ou pas, une valeur nutritive, mais ne sont ni consommeés comme
aliments, ni utilisés comme ingrédients. Lutilisation de ces substances est trés ancienne.
Les égyptiens utilisaient déja des colorants et des ardbmes. L'usage du nitrate de potassium
et d’épices avec pour objectif de conserver et d’'améliorer 'apparence des aliments, remonte



ala Rome antigue [6]..

Lutilisation de ces substances est régie par une législation spécifique au niveau européen.
Pour pouvoir utiliser un additif dans I'industrie alimentaire, ce dernier doit faire partie
des listes de I'annexe Il du Réglement n° 1129/2011 de la CEE qui compléte le Reglement
1333/2008. Ces listes incluent tous les additifs alimentaires autorisés, le cahier des charges,
les conditions d'utilisation et les quantités maximales permises.

Lautorisation de mise sur le marché d’un nouvel additif est faite une fois qu'il a été démontré
qu'il est inoffensif pour la santé du consommateur. Le Réglement (CE) n°® 1331/2008
du Parlement Européen et du Conseil, du 16 décembre 2008, établit une procédure
d’autorisation commune aux additifs, enzymes et arébmes alimentaires. Par conséquent,
quiconque souhaite mettre un additif non autorisé sur le marché ou étendre les conditions
d'un additif autorisé doit présenter une demande en conformité avec ce Réglement, ainsi
que le guide de I'EFSA correspondant [6].

Certaines conditions environnementales, comme les changements de température,
I'oxydation ou I'exposition a la pollution peuvent modifier la composition initiale des
aliments. Les additifs alimentaires sont des agents importants, dans la mesure o ils aident
a maintenir la qualité et les caractéristiques sensorielles des produits alimentaires, tout en
contribuant a leur sécurité sanitaire. lls permettent également d'augmenter de maniére
significative la date limite d'utilisation optimale (DLUO) ou la date limite de consommation
(DLC) des aliments. Les additifs alimentaires utilisés correctement sont considérés comme
ne mettant pas la santé des consommateurs en danger. Cependant, un abus de ces
substances, que ce soit par 'utilisation de quantités excessives ou par I'ajout d’additifs non
déclarés, non réglementés, pourrait compromettre la sécurité du consommateur.

Dans le cas des viandes salées et fumées, I'industrie a recours a I'utilisation de nitrates de
potassium(E-252), pendant le séchage, pour garantir les caractéristiques sensorielles typiques
de ces produits de prédominance culturelle, et pour inhiber au cours de la conservation la
croissance de microorganismes pathogénes, principalement Clostridium botulinum et la
formation de sa toxine. La couleur rouge produite vient d’une réaction chimique entre le
pigment de la viande, la myoglobine (Mb), et I'ion nitrite (NO.-) résultat lui-méme de la
transformation de I'ion nitrate (NOs-) sous I'action de certains microorganismes durant
le processus de séchage [7]. Cependant, le nitrite de sodium (E-250), normalement utilisé
avec le nitrate de potassium, présente un risque pour le consommateur s'il n’est pas utilisé
conformément aux conditions d’application du Réglement qui le régit. En effet, il est capable
de se lier a la myoglobine du sang de la méme fagon qu’il s’unit a la myoglobine de la viande,
entrainant la formation de méthémoglobine, substance toxique qui ne peut transporter
d’oxygéne [7]. Un autre risque concerne la formation de substances cancérigénes, les
nitrosamines, soit directement dans le produit, soit par le corps lui-méme apres ingestion.
Dans le premier cas, le risque est limité aux produits qui subissent des températures élevées
pendant le traitement, tels que le lard salé / fumé ou aux produits qui sont riches en amines
nitrosables, comme dans le cas du poisson et de certains produits fermentés. Dans le
second cas, les nitrosamines peuvent se former, au niveau de I'estomac, par des réactions
entre le NO2- et les amines secondaires et tertiaires dues a la dégradation de la viande [1].

La quantité initiale de nitrites et/ou de nitrates ajoutée durant le processus n’est pas égale
a celle trouvée dans le produit final. En effet, ceux sont des substances assez instables
et réactives, ce qui conduit a une diminution importante de leur concentration dans les
produits, avant consommation. Pour réduire le risque de formation de nitrosamines, en plus
de la diminution importante de I'utilisation de nitrites et de nitrates, que nous défendons,
diverses techniques sont utilisées, comme par exemple I'ajout conjoint aux nitrates, d’agents
qui bloquent les mécanismes de formation des nitrosamines. Ces agents sont I'acide
ascorbique (E-330) et ses dérivés, les tocophérols alpha, gamma et delta (E-306—E-309),
particulierement efficaces respectivement dans les milieux aqueux et gras. Aux Ftats-Unis,
il est obligatoire d'ajouter a la fois les nitrates et I'acide ascorbique durant le process. Avec

Lutilisation d’additifs
alimentaires est
réglementée par une
législation de type
européenne.
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le méme objectif, I'Union européenne a imposé I'obligation, lorsque du nitrite de sodium
est ajouté, de I'ajout conjoint de chlorure de sodium dans le mélange, afin d'éviter une
intoxication aigué des consommateurs « assidus » de ce type de produits alimentaires [7].

Lusage de sucre comme agent de séchage est également important. Toutefois, les
concentrations utilisées de 0,5 a 1,0% ne permettent pas une action conservatrice,
mais influent sur le go(t, offrant une combinaison de sucré / salé qui adoucit la saveur
dérivée des épices tout en masquant parfois le golt amer du nitrite [8]. En plus de cette
premiere fonction, il en existe une seconde qui revét une importance particuliere dans
la production de charcuterie séche. Le sucre est utilisé comme source d'énergie par les
bactéries responsables de la réduction des nitrates et permet le développement ultérieur de
bactéries acido-lactiques responsables de la diminution du pH, ce qui affecte indirectement
le processus de conservation de ces produits [8].

L'ajout de nitrates et de nitrites aux produits carnés secs et/ou fumés est une décision
basée sur le rapport risque/bénéfice. D'un c6té, il existe le risque de formation de
nitrosamines et d'intoxication par une ingestion excessive et de 'autre, le risque de ne pas
controler la croissance de Clostridium botulinum et la formation de la toxine botulique. La
réglementation accepte I'utilisation de nitrates et de nitrites en les considérants nécessaires
pour assurer la sécurité microbiologique de certains aliments. Cependant, elle impose
des limites maximales de concentration de ces composés ainsi que 'utilisation conjointe
d’inhibiteurs de formation de nitrosamines. Au Portugal, I'ajout de nitrates et de nitrites
n'est pas utilisé dans la formulation de viandes avec I'Appellation d'Origine Protégée ou
I'Indication Géographique Protégée. Notre point de vue est que cela doit rester ainsi, mais
pour ce faire, il est indispensable d’étudier des technologies alternatives qui augmentent la
sécurité microbiologique, en conservant les caractéristiques organoleptiques du produit et
son mode de production traditionnel.

1.3 BIOPRESERVATION DES ALIMENTS

Durant les derniéres décennies, une forte demande de produits naturels a vu le jour et
I'intérét des consommateurs pour les produits traditionnels, sans additifs chimiques, a
augmenté. Les nouveaux procédés de fabrication et la demande constante de produits peu
transformés nécessitent le développement de nouvelles stratégies visant & prolonger la
durée de vie des aliments.

La biopréservation des aliments, grace a I'ajout de substances naturelles, se présente comme
une alternative intéressante pour augmenter la durée de vie du produit, garantir la sécurité
microbiologique, diminuer 'usage d’additifs synthétiques, sans modifier les caractéristiques
sensorielles et nutritionnelles des produits périssables.

La biopréservation (non réglementée par la législation européenne) est une technique de
conservation alimentaire largement utilisée aux Etats-Unis, ou elle est réglementée par la
FDA (Food and Drug Administration), [9].

Les bénéfices liés a I'utilisation de ce type de technologie sont nommeés ci-aprés [9]:

C'est une solution siire présentant moins de limitations que les conservateurs chimiques,
au vu de la présence de substances naturelle dans les matrices alimentaires;

Aucune résistance n'est connue et I'impact sur I'environnement est minime, car elles
sont rapidement éliminées par la chaine alimentaire;

Elles ont un spectre d'action trés précis, leur activité est renforcée par le pH et elles ont
un effet synergique avec d'autres agents antimicrobiens métaboliques;

Leur utilisation est compatible avec I'étiquetage de produit biologique, étant donné que
la conservation se fait sans produits chimiques ni conservateurs synthétiques.



En cherchant les inconvénients de I'utilisation de cette technologie, nous pouvons citer les
suivants [9]:

L'absence d'une réglementation européenne commune qui la protége et la difficulté a
obtenir une autorisation pour son application industrielle;

L'altération possible des propriétés sensorielles des aliments et les colts élevés de
production et de développement.

1.3.1 Les bactéries acido-lactiques

L'usage de micro-organismes et de leurs produits métaboliques pour la conservation des
aliments est trés ancien. Les bactéries acido-lactiques ont été utilisées empiriquement et de
fagon artisanale dans la fermentation du lait, de la viande et des légumes, pour obtenir des
produits avec une durée de vie prolongée.

Les bactéries acido-lactiques regroupent un grand nombre de microorganismes Gram-
positif, non sporulés, anaérobies, aérotolérants et tolérants aux acides. Elles présentent
une morphologie, un métabolisme et une physiologie commune. Elles ont un métabolisme
énergétique exclusivement fermentaire, en produisant de I'acide lactique a partir d’hydrates
de carbone. Elles incluent les cocci de type: Lactococcus, Streptococcus, Pediococcus,
Leuconostoc et bacilles de genres Lactobacillus et Carnobacterium [10].

Les bactéries acido-lactiques sont le groupe le plus abondant de bactéries et sont largement
distribuées dans la nature en grande partie, parce qu'elles possédent la capacité de
se développer sur une grande variété de substrats et dans de nombreuses conditions
biologiques. Le groupe Lactobacillus est le plus important et le plus hétérogéne (Figure 1).
Les bactéries acido-lactiques ne nécessitent pas d’oxygéne pour se développer, elles tolerent
la présence de dioxyde de carbone, de nitrites, de fumée, de concentrations relativement
élevées en sels et des valeurs basses de pH.

Les bactéries acido-lactiques font partie de la flore microbienne typique des produits salés
| fumés, soit par leur présence naturelle, soit par leur apport comme starter. Les bactéries
acido-lactiques entrent en concurrence avec d'autres microorganismes pour les nutriments
et les habitats. Leur pouvoir vient en grande partie de 'effet antagoniste qu'elles provoquent
en générant des substances antimicrobiennes.

Mis a part leur role technologique, les bactéries acido-lactiques sont aussi responsables
d’apporter aux produits fermentés une série de caractéristiques sensorielles et nutritionnelles,
appréciées par le consommateur, telles que la couleur, le godt, la texture, la digestibilité et la
qualité nutritionnelle spécifique de ces produits [11,12, 13, 14].

Les bactéries acido-lactiques sont responsables du golit « piquant » de la charcuterie grace
aux petites quantités d’acide acétique, d’acide propionique, d'éthanol, d’acétone, de dioxyde
de carbone et d’acide pyruvique produites lors de la fermentation. La quantité et les types
de composés formés dépendent du starter appliqué, des hydrates de carbone présents dans
le substrat, des sources de protéines de la matrice alimentaire et des additifs utilisés [15).

La diminution du pH est la conséquence de la formation d'acide lactique, qui peut étre
suffisant, a lui seul, pour s'opposer au développement de nombreux organismes, y compris
de Listeria monocytogenes. Les acides acétiques et propioniques agissent d'une maniére
similaire a 'acide lactique. Ces acides organiques jouent un role important dans certains
aliments fermentés, et il est connu que I'acide acétique a un effet synergique, antimicrobien,
en présence d’acide lactique.

Les bactéries lactiques, comme il a déja été indiqué ci-dessus, sont responsables
d’apporter aux produits fermentés une série de caractéristiques chimiques, nutritionnelles
et sensorielles uniques, en grande partie grace aux mécanismes de survie déclenchés en
présence d’une flore microbienne concurrentielle. Les exemples de mécanismes de survie

BIOPRESERVATION DES ALIMENTS
TRADITIONNELS PAR L’AJOUT DE BACTERIES
ACIDO-LACTIQUES ET LEURS BACTERIOCINES

La biopréservation des
aliments, grace a 'ajout
de substances naturelles,
se présente comme une
option intéressante pour
augmenter la durée de
vie du produit, garantir sa
sécurité microbiologique
et réduire l'utilisation
d’additifs de synthese,
sans modifier les
caractéristiques
sensorielles.

Figure 1: Lactobacillus plantarum
(Microscopie Optique, coloration de
Gram, agrandissement10X100)




CHAPITRE 1

Figure 2 : Visualisation par Microscopie a Force
Atomique de la °déformation cellulaire en L.

ivanoviisubsp. ivanovii ATCC19119 par l'action de
la bactériocine STsHa [45]

les plus habituels sont la compétition pour I'oxygene, la compétition pour les sites de liaison
et la compétition pour la production de substances antagonistes, telles que la diacétyle,
le peroxyde d’hydrogéne, de I'acétaldéhyde, les composés non protéiques de faible poids
moléculaire comme la reutérine, la reutéricycline et 'acide pyroglutamique, et par la
production de bactériocines [16,17,18,19,20,21].

Ces derniéres années, il y a été constaté un intérét croissant pour I'utilisation de bactéries
acido-lactiques dans la conservation alimentaire. Plusieurs études publiées démontrent la
viabilité de ces micro-organismes dans le contréle de la croissance de micro-organismes
pathogénes et de contaminants. Diverses bactéries lactiques comme Lactobacillus
acidophilus [22], Lactobacillus gasseri [23], Lactobacillus rhamnosus [24], Lactobacillus
plantarum [25,26), Lactobacillus casei [27], Lactobacillus paracasei[28] ont été citées pour
leur capacité a inhiber les agents pathogénes. Les interactions ont été étudiées in vitro
contre des bactéries entéropathogénes gram-négatives, telles que Escherichia coli [23,
27,29], Salmonella entérica [28,30,31], Helicobacterpylori [32] et Shigellasonnei [33]. Par
ailleurs, des effets antagonistes des bactéries lactiques ont aussi été décrits face a la
croissance d'agents pathogénes gram-positifs, comme c'est le cas de Bacillus cereus [34]
et de Listeria monocytogenes [35).

On sait maintenant que ces organismes unicellulaires sont responsables de la production
d’une grande variété de métabolites antimicrobiens, comme le diacétyle (produit de
fermentation) ou le peroxyde d’hydrogéne, I'acétaldéhyde, les acides organiques, les
composés non protéiques de faible poids moléculaire (reutérine, reutéricycline et acide
pyroglutamique) et les bactériocines, qui représentent un grand potentiel dans le cadre de |a
biopréservation des aliments [18,19,20,21]. Ces composés sont synthétisés sur le ribosome
et présente un large spectre d'action, en fonction des espéces ciblées.

Durantladerniére décennie, une grande variété de bactériocines a été caractérisée et identifiée
(peptides de bactéries acido-lactiques), représentant une avancée considérable pour la
recherche en agroalimentaire. Plusieurs études ont montré les capacités antimicrobiennes
de divers bactériocines qui ont été jugées comme d’excellents conservateurs, utilisées
seuls ou en mélange [20,36,37,38,39, 40, 41,42,43,44]. Sur la Figure 2, on constate I'action
bactéricide de la bactériocine STsHa de la bactérie acido-lactique Enterococcusfaecium STsHa,
provoquant la lyse et I'effondrement des cellules de L. ivanoviisubsp. ivanovii ATCC19119 [45).

Des auteurs comme Ruiz—Moyano et al, [46] ont isolés 363 souches de bactéries acido-
lactiques du lomo ibérique, et 30% présentent un fort potentiel technologique pour
une utilisation, comme cultures probiotiques capable de croitre et de se développer
correctement a pH acide et en présence de concentrations significatives de NaCl. Albano
et al, [47] ont évalué le potentiel de la bactériocine PA-1 produite par Pediococcusacidilactici
comme biopréservateur de « I'alheira » (charcuterie avec de la viande de beeuf, de porc et de
volailles). Cette bactérie lactique a été capable d'inhiber un ensemble de souches de Listeria
innocua, durant le processus de production et tout au long de la durée de vie du produit, en
diminuant I'agent pathogene a des niveaux de détection inférieurs a 1.5 UFC/g, sans affecter
le bon développement de la flore microbienne naturelle, ni le pH, et sans que le produit ne
souffre d’altérations organoleptiques perceptibles par un groupe de testeurs qualifiés.

Bien que dans certains pays la bactériocine pédiocine soit permise comme conservateur
alimentaire, dans I'Union européenne et aux Etats-Unis I'unique bactériocine permise pour
I'incorporation directe dans les aliments est la nisine. Découverte en 1928, la nisine a regu
le statut GRAS (GenerallyRegarded As Safe) en 1988, et son utilisation a été approuvée
dans les produits alimentaires, par I'US Food and Drug Administration (FDA) [48]. En 1995,
I'usage de la nisine (E234) a été autorisé dans les aliments, dans I'Union européenne, par
la Directive g5/2/EC. Actuellement, son application est régie par le Réglement 1129/2011.



De méme que pour la nisine, les autres bactériocines étudiées se dégradent rapidement a
cause des protéases du tractus gastro-intestinal. C'est pourquoi, le statut de GRAS pourrait
s’étendre a d'autres bactériocines largement testées in vitro et in vivo [49].

1.3.2 Méthodologies et exigences dans P'application des Bactéries Acido-Lactiques

La biopréservation peut étre appliquée aux aliments, en particulier aux produits salés et/ou
fumeés, par 4 méthodes d'ajout [50,51]:

1. Ajout d’une culture pure et viable de bactéries lactiques avec une aptitude avérée a produire
des bactériocines. Son succés dépend de la capacité de la culture a croitre et & produire
ces métabolites dans des conditions environnementales et technologiques spécifiques
(température, pH, Aw, additifs et autres). La culture doit étre en mesure de rivaliser
avec la microflore naturelle, ne doit pas influer sur les propriétés physico-chimiques et
organoleptiques des aliments, ne pas produire de gaz ou d’exopolysaccharides pour éviter
le gonflement de I'emballage.

2. Ajout de bactéries lactiques mésophiles, permettant ainsi de préserver leur viabilité face
a une possible température excessive durant le processus de fabrication. La souche
bioprotectrice doit étre ajoutée a une concentration initiale connue et dans des conditions
de refroidissement spécifiques. Lorsque la température du process est excessive, la
souche se développera en compétition avec la bactérie pathogene. .

3. Ajout de préparations de bactériocines dans un extrait brut, en liqueur fermentée ou en
solutions concentrées obtenues a partir de la croissance des bactéries lactiques pour
vérifier leur production dans I'extrait complexe/aliment. Cette technique évite I'utilisation
de composés purifiés qui peuvent nécessiter de se référer a la réglementation en vigueur
et générer un colt de production plus élevé liée a la purification du composé.

4. Ajout de substances pures antagonistes ou semi-pures, comme les bactériocines.
Cette méthode est particuliérement intéressante dans la mesure ou il est possible de
connaitre avec précision la dose ajoutée et donc de fiabiliser le résultat. Cette technique
de biopréservation est limitée a la législation existant dans chaque pays, en particulier en
ce qui concerne I'ajout d’additifs. Il est important, d'abord, de normaliser la production
de la bactériocine jusqu'a ce qu'il soit possible d’en garantir sa reproductibilité et de cette
fagon, assurer la quantité adéquate, dont 'ajout permettra une inhibition suffisante.

L'application de ce type de technologies oblige indiscutablement a contréler les variables
technologiques, dont dépendent ces cultures. Les deux premiéres méthodes de
biopréservation sont considérées comme des techniques in situ, étant donné que tout le
processus se réalise de facon autonome dans les aliments. Les deux derniéres méthodes
sont considérées comme des techniques d'ajout ex situ, étant donné que les cultures
protectrices sont produites dans des conditions contrélées et sont ajoutées dans un second
temps a la matrice alimentaire. Pour pouvoir mettre en ceuvre les techniques ex situ, il faut
isoler complétement les micro-organismes producteurs de bactériocines, assurer 'existence
d’équipement et de moyens de culture spécifiques, garantir I'activité de chaque extrait,
déterminer la concentration minimale inhibitoire face aux pathogenes (détermination des
courbes de croissance et d’inactivation) et ultérieurement normaliser la technique pour
garantir les quantités d’inoculum et I'effet souhaité .

BIOPRESERVATION DES ALIMENTS
TRADITIONNELS PAR L'AJOUT DE BACTERIES
ACIDO-LACTIQUES ET LEURS BACTERIOCINES

Ces derniéres années,
un intérét croissant
pour l'utilisation de
bactéries acido-lactiques
ou de bactériocines

d comme procédé

de conservation des
produits alimentaires a
été constaté.
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Figure 3 : Alheira

2. ETUDE DE
DEMONSTRATION:
SUBSTITUTION D’ADDITIFS
SYNTHETIQUES PAR DES
CULTURES DE BACTERIES
ACIDO-LACTIQUES DANS
UN PRODUIT SALE/FUME
TRADITIONNEL

2.1 DEFINITION DU PRODUIT

Cette étude est basée sur les résultats préliminaires du projet Biofumados: Tradigao vs
Qualidade.

Lutilisation de cultures souches de départ a la place de fermentations menées par la flore
autochtone présente de nombreux avantages. Par exemple, une croissance maitrisée de
I'inoculum, un risque réduit de contamination croisée, une uniformité dans la production
d’acide lactique, la limitation de la production de saveurs indésirables, la prévision de la
valeur finale du pH et la diminution du risque de développement de bactéries pathogenes.
Les autres avantages incluent 'accélération du temps de fermentation, I'augmentation de
la productivité et la diminution de produits présentant des défauts de godt et de texture,
attribués au développement des bactéries homo-fermentaires.

Ainsi, ce projet vise & produire de la charcuterie et des produits fumés traditionnels de
maniére plus sécurisée, grace a l'utilisation de micro-organismes autochtones, isolés de
cette méme charcuterie et de ses bactériocines. Lutilisation de micro-organismes a haute
valeur technologique qui peuvent générer in situ des conditions défavorables a la croissance
d’agents pathogenes est certainement une ligne novatrice dans le domaine de la charcuterie
et des produits fumés traditionnels.

Lobjectif est toujours de choisir la méthode la plus appropriée d'ajout de cultures
bioprotectrices de départ et de leurs bactériocines dans le process de transformation de
charcuterie traditionnelle salée et Jou fumée, par l'intégration directe tant au niveau du
produit qu’a celui de 'emballage. La méthode d’ajout choisie sera celle qui démontre avoir
le plus de potentiel dans la capacité de préservation et de maintien des caractéristiques
organoleptiques de ces produits traditionnels. Pour cette étude, une charcuterie traditionnelle
du Nord-ouest du Portugal — I'Alheira a été choisie.

LAlheira est une charcuterie traditionnelle portugaise, cuite, salée et légérement fumeée.
Son origine remonte a la fin du XVe siécle et est associée a la présence de communautés
juives dans la région de Tras-os-Montes au nord du Portugal [52]. C'est un produit composé
d’'un mélange de viande de beeuf, de poulet, de porc, de pain et de condiments. Elle est
marron clair et a une forme cylindrique, rappelant un fer a cheval, d’environ 20 & 25 cm de
longueur (figure 3). Le boyau ne doit pas présenter de ruptures et étre bien unie a la pate.
Les extrémités sont attachées avec un fil en coton [52]. C’est un produit alimentaire qui a
besoin d’étre recuit avant d’étre consommeé, ce qui peut étre fait par cuisson dans de I'huile
ou au four. Le produit a une durée de vie de 60 jours, conservé a une température entre
o et 5°C et emballé sous atmospheére modifiée (80 % N, et 20 % CO.). Le poids varie entre
150 et 200 grammes. Au niveau sensoriel, il a un léger golt fumé, agréable, soulignant le
golt de I'ail, de I'huile et une légére acidité typique.
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pH 4,5 63 5 0,5
% NaCl 10 18 13 03
% d’humidité 43,3 57,2 52,3 43
% de graisse 10, 20,6 18, ,
2 8 N - - % el Tableau 1: Minimum, maximum, moyenne
% de protéines total 6,9 15,5 1,4 2,8 et déviation standard de certains paramétres
physico-chimiques et nutritionnels de I'alheira.
% d’hydrates de carbone | 10,2 20,9 15,2 3,6 Tableau adapté de Ferreira et al. [53]
Energie (Kcal/100gr) 220 369 274,4 39,7
2.2 OBJECTIFS

Ce projet divisé en 4 parties a pour but de:

1. Développer des études préliminaires et rechercher les brevets dans le domaine des
produits carnés salés ou fumés;

Réalisation de I'enquéte relative aux informations concernant les brevets existants déja
sur le marché international dans le domaine de la biopréservation des produits de
charcuterie et des produits fumés et qui serviront a posteriori a soutenir le développement
et I'innovation prévus des taches ultérieures.

2. Réduire les risques potentiels durant la transformation de produits carnés traditionnels
portugais et valider les diagrammes de flux in locu;

Validation du diagramme de flux de production de charcuterie et de produits fumés
et identification ultérieure des variables du processus et des dangers potentiels pour
identifier les étapes de la transformation durant lesquelles I'utilisation d’agents
bioprotecteurs peut représenter une valeur ajoutée pour la qualité et la sécurité du
produit final.

3. Isoler et sélectionner les cultures de départ bactériocinogéniques a appliquer comme
bioprotecteurs dans la transformation de charcuterie et de produits fumés traditionnels
portugais;

Isolement des différentes bactéries acido-lactiques et réalisation d’analyse d’activité
antimicrobienne et bactériocinogénique dans les divers produits contre différentes
bactéries pathogeénes, selon les dangers identifiés a I'étape n° 2. Des aspects comme
I'absence de facteurs intrinséques de virulence, I'origine des produits; la résistance aux
conditions opératoires, concrétement le pH, la température, le sel et les composants de
la matrice alimentaire, ont été considérés.

4. Evaluer les parameétres de qualité des produits représentatifs de la technologie appliquée;

Caractérisation de la charcuterie et des produits fumés au cours de leur durée de
vie, fabriqués avec et sans ajout de cultures de départ bioprotectrices, permettant
ainsi d'évaluer Iimpact de la technologie sur la qualité finale du produit. Pour cette
caractérisation, des techniques d'analyses physico-chimique, microbiologique et
sensorielle des aliments ont été utilisées.

Dans cette étude,

la durée de vie des
produits de charcuterie
fumée produits avec

et sans ajout de
cultures de démarrage
bioprotectrices a été
évaluée.
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Par la suite, une méthode innovante d’ajout de cultures bioprotectrices sera étudiée, ajout qui
pourra avoir lieu durant la phase de préparation et de repos de la pate, immédiatement avant
le remplissage et a la fin du processus, par immersion ou par pulvérisation. Dans le cas de
produits laminés, la possibilité d’ajout de cultures par pulvérisation, brossage et immersion
avant la fermeture de I'emballage sera également évaluée. Des études seront menées
pour évaluer I'impact des différentes technologies d’emballage isolées et combinées pour
développer un emballage optimisé pour chaque type de produit et sa forme de présentation
respective (par unité ou coupé en tranches), qui maintienne la qualité et la sécurité du
produit, en augmentant, si possible, sa durée de vie. Les technologies & évaluer seront les
emballages et/ou les recouvrements bioactifs imprégnés dans des agents antimicrobiens,
I'emballage sous atmosphére modifiée et 'emballage sous vide. Finalement, une application
des cultures de départ bioprotectrices sera développée a I'échelle industrielle (scale-up), afin
de valider la technologie et de la mettre a disposition de I'industrie.

Les résultats présentés dans le sous-chapitre suivant se concentrent uniquement sur 'ajout
de cultures de départ bioprotectrices, Lactobacilusplantarum et Lactobacillus sakei, isolés
des produits salés/fumés traditionnels, respectivement « Beloura » et « Salpicdo », durant
le processus de fabrication d'une autre charcuterie traditionnelle, « 'Alheira ».

2.3 DEVELOPPEMENT EXPERIMENTAL

Durant I'étape n°3 du projet, mentionnée ci-dessus, - Isoler et sélectionner les cultures de
départ bactériocinogéniques a appliquer comme bioprotecteurs durant la transformation de
la charcuterie et de produits fumés traditionnels portugais - ont été développés plusieurs
essais, dont les techniques et les résultats sont présentés au chapitre suivant.

Des essais d'isolement de bactéries acido-lactiques de produits carnés secs et fumés ont été
réalisés. 6 souches ont été isolées, 2 de Lactobacillus plantarum, 3 de Lactobacillus sakei et
1 de Enterococcusfaecium avec capacité bactériocinogénique. Des résultats d'optimisation
et de production de bactériocines par plusieurs de ces souches [54], concrétement sur
I'optimisation de la production de bactériocine ST153ch produite par la souche Lactobacillus
sakei et isolée de « Salpicdo », et le Lactobacillus plantarum et sa bactériocine ST202ch
isolés du « Beloura », produits tous deux de viande salée et fumée, ont été publiés.

Apres les études d'isolement et de sélection des cultures, en fonction de leur pouvoir
antimicrobien, leur application a été réalisée a I'échelle industrielle dans I'entreprise Minho
Fumeiro - Enchidos e Fumados a Moda de Ponte de Lima Lda. La souche, dont les résultats
étaient les meilleurs, le Lactobacillus sakeiSTis3ch., a été incorporée au processus de
fabrication de « I'alheira ».

Apres incorporation de la culture au mélange de viandes, le processus normal de fabrication
a suivi son cours, en plusieurs étapes, jusqu'au produit final, emballé sous vide et sous
atmosphére modifiée. Le produit a été soumis a des conditions identiques de séchage,
de fumage, d'emballage et de température de stockage. Aprés I'emballage, les unités
ont été envoyées a des laboratoires de microbiologie et d'analyse sensorielle, ol ont été
évaluées I'activité antimicrobienne et les caractéristiques sensorielles du produit traité en
comparaison avec le produit standard.

Des analyses sensorielles ont été menées simultanément par un groupe de g testeurs
qualifiés pour détecter des défauts dans les produits carnés salés et fumés. Des sessions
précédentes avaient été réalisées pour discuter conjointement des attributs sensoriels les
plus importants, des échelles, des limites. Puis, la « fiche d’essai », composée de 17 points
de description sensorielle, a été remplie.

Une analyse de variance a été réalisée (ANOVA) en utilisant le software Statistica (versiony,
Statsoft, Inc), afin de comparer et de détecter quels attributs évalués par le groupe,
présentaient des différences statistiqguement significatives entre les deux types de produits:
celui de contréle (échantillon commercial) et «I’alheira » avec la souche ajoutée, au jour o.
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Puis, des études ont été menées a 30, 45, 60 et 9o jours, pour comprendre si I'effet bactéricide
se maintient au long de la durée de vie des produits (60 jours) sans altérations importantes
au niveau sensoriel et/ou si éventuellement nous pourrions prolonger cette durée, qui est un
des autres objectifs de ce projet. Enfin, une étude a été réalisée auprés du consommateur,
dans le but d’évaluer I'acceptabilité du nouveau produit.

2.4 RESULTATS

L'activité antimicrobienne et bactériocinogénique du Lactobacillus plantarum, producteur
de la bactériocine ST202ch et du Lactobacillus sakei, producteur de la bactériocineSTi53ch
face a la Listeria monocytogenes B2gba été démontrée. Des études ont été réalisées pour
comparerI'efficacité et la croissance des bactéries acido-lactiques directement sur « 'alheira
» et en compétition avec d'autres organismes pour simuler les conditions réelles du produit
et de sa flore microbienne. La capacité de croissance des bactéries lactiques, objet de
cette étude, inoculées avec différents micro-organismes a été démontrée. Ultérieurement,
une étude préliminaire a été effectuée en milieu industriel, avec la production d’alheiras
inoculées avec le Lactobacillus sakei producteur de la bactériocineST153ch.

Comme il a déja été indiqué, parmi les bactéries acido-lactiques isolées, des souches
ont été identifiées avec une activité microbienne et bactériocinogénique. Durant le suivi
réalisé, il a été constaté que cette activité s'est produite, grace a la compétition directe Figure 4 : Plaque avec halo d'inhibition do a
entre espéces ou sous I'effet de la production d’acide lactiques, entrainant la diminution Faction du Lactobacillus sakei STi53ch face au L.
du pH du milieu de culture. menecyrogenes

Comme indiqué précédemment, uniquement deux souches autochtones
bacteriocinogéniques, le Lactobacillus plantarum ST202ch isolé du « Beloura » et le
Lactobacillus sakei ST153 isolé du «salpicdo » ont été ultérieurement utilisées. L'activité anti
listeria, des souches de Lactobacillus plantarum, productrice de la bactériocine ST202ch
et de Lactobacillus sakei, productrice de la bactériocine ST153ch, a été évaluée initialement
dans des échantillons de viande de porc stérilisée, étant donné que son comportement in
situ n'est pas connu.

== Control L. monocytogenes
==L monocytogenes + L. plantarum ST202¢ch
=d=L. monocytogenes + L. sakel ST153ch
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2 Graphique 1: Comptages de L. monocytogenes
8’ 4 dans la viande stérile en présence de ST202ch
- (L. plantarum ST202ch) et de STi53ch (L.
sakei STi53ch) (Contréle L. monocytogenes —
croissance de L. monocytogenes dans la viande;
2 L. monocytogenes + L. plantarum ST202ch —
croissance de L. monocytogenesdans la viande
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sakeiSTi53ch — croissance de L. monocytogenes
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Graphique 2 : Comptages de L. monocytogenes
dans « I'alheira » en présence du L. sakei STi53ch
(Contréle L. monocytogenes — croissance de L.
monocytogenes en « l'alheira »L. monocytogenes+
L. sakeiSTi53ch — croissance de L. monocytogenes
dans « I'alheira » avec mélange de STi53ch; L..
sakeiSTi53¢ch — croissance du L.. sakei STi53ch
dans « l'alheira »)
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Une inhibition de L. monocytogenes a été observée, en présence de ST 153ch (halo
d’inhibition- Figure 4) durant les 10 jours d’étude, a une température d’incubation de 30
°C. Aucune inhibition n'a été observée de I'agent pathogéne indicateur avec la ST202ch au
cours de I'étude, cependant, la période de latence a augmenté (24 heures) (Graphique 1).

Ces résultats mettent en évidence que la souche Lactobacillus sakei, productrice de la
bactériocine ST153ch, a été plus efficace pour contréler la croissance du micro-organisme
indicateur, Listeria monocytogenes B296, que la souche Lactobacillus plantarum ST202ch.

Sur le Graphique 2, il peut étre constaté que le Lactobacillus. sakei STi53ch a inhibé la
croissance de la L. monocytogenes, avec une réduction de 2 cycles logarithmiques face
au contréle durant les 15 jours de stockage et a une température de réfrigération de 5°C.

L'analyse sensorielle, menée le jour o, révéle que le groupe de g testeurs a été cohérent dans
leur réponse (p>5%) concernant les attributs qui présentent des différences importantes,
« I'Odeur Caractéristique», « la Dureté de la Pate», « le Golt Caractéristique », « le goGt
Acide » et « le Golt Amer » (p <5%). Cela signifie que le groupe a détecté des différences de
perception de ces attributs, en comparant « 'alheira » inoculée et « I'alheira » commerciale,
non inoculée.

Aucune différence significative n'a été trouvée entre « 'alheira » emballée sous vide et sous
atmosphére modifiée (80% N2y el 20% CO2) pour les attributs analysés. Cependant, le
groupe n'a pas été cohérent dans sa réponse (p <5%) concernant l'attribut « Golt Acide
» et « Golt Amer », ce qui ne permet pas de déterminer I'influence du type d’emballage
par rapport a la perception de ces deux attributs. Lanalyse ultérieure des produits au
cours de leur durée de vie permettra d’évaluer si I'emballage affecte ou non, de maniére
importante, la perception sensorielle de certains de ces attributs.

L'ajout d’une suspension saline de 500 ml par 10 kg de péte inoculée, qui a probablement
acidifié I'échantillon, en produisant plus d’acide lactique, a également augmenté I'humidité
du produit et a altéré sa texture, et ces deux conditions sont, sirement responsables de
cette perception sensorielle relative a la dureté, a I'odeur et au goGt détectée par le groupe.
Par la suite, cette influence sera étudiée par comparaison avec un produit de controle,
auquel soo ml d'une solution saline sans inoculum sont ajoutés. D’autres études d’ajout
d’inoculum ont également été effectués aussi bien sur la pate que sur 'emballage. Ces
analyses sensorielles permettront de comprendre si les différents types d’emballage sous
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atmosphére modifiée (usage commercial) et sous vide influent sur les caractéristiques
sensorielles du produit tout au long de sa durée de vie, et a 9o jours, a la fois sur le groupe
de contréle (échantillon commercial) et sur le groupe auquel a été ajouté la culture.

3. CONCLUSIONS

Tout comme cela a été fait dans ce travail, plusieurs auteurs ont démontré le pouvoir
des bactéries acido-lactiques pour inhiber la croissance de micro-organismes pathogénes
dans les produits a base de viandes salées et fumées [47,54,55,56].

A I'avenir, ce type de « cultures fonctionnelles » permettra de protéger les consommateurs
d'intoxications alimentaires, par des souches pathogénes ou par l'ingestion de ses
toxines, grace a une rapide acidification des aliments ou par la production de métabolites
antimicrobiens, comme les bactériocines [49 ]. Cependant, il est important, lors des essais
pour déterminer 'activité antimicrobienne de nouvelles souches, de tenir compte des risques
connexes, tels que la formation d’amines biogénes et le développement de la résistance des
bactéries aux antibiotiques [49].

D’aprésBonomoet al., [57] il a été possible de démontrer avec cette étude la capacité
antimicrobienne élevée du Lactobacillus sakei, dans le but de normaliser le processus, de
préserver les caractéristiques organoleptiques et sensorielles, et méme de les améliorer.
La non utilisation de conservateurs synthétiques, remplacés par des cultures vivantes
autochtones, capables de garantir la qualité sanitaire du produit, aussi bien d’un point de
vue microbiologique que chimique a été validé. La biopréservation par I'ajout de bactéries
acido-lactiques est une option viable par rapport aux additifs synthétiques qui garantit la
sécurité chimique et microbiologique du produit, tout en maintenant ses caractéristiques
organoleptiques et son mode de production traditionnelle, est un exemple de ce qui a été
désigné par « Innover dans la Tradition ».

Les bactériocines sont des métabolites secondaires facilement dégradés par les protéases
des enzymes du tractus gastro-intestinal humain [42] et, par conséquent, comme la nisine,
I'ensemble des substances GRAS (Generallyregarded as Safe) devrait étre étendu, afin de
fournir une plus grande possibilité de biopréservation, soit par I'ajout de Bactéries Acido-
lactiques, soit par I'addition directe de ses bactériocines, a condition qu’il existe des essais
et études spécifiques in vivo qui en valident ses avantages [49].
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