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Les épidémies de listériose de 1992 et 1993 ont révélé la
nécessité de compléter et d’améliorer les connaissances sur
I’épidémiologie de Listeria monocytogenes dans la filiére por-
cine. En raison de son écologie, de sa capacité a se multiplier
jusqu’a 0 °C et de survivre jusqu’a des températures avoisinant
64 °C, L. monocytogenes peut se développer dans tous les
environnements des industries de la filiere viande.

Les différentes variétés de produits a base de viande de porc,
notamment les produits fermentés, sont souvent contaminés
par Listeria spp (Johnson et al. (1), 1990; Farber et Peterkin
(2), 1991, Thevenot et al. (3), 2005). Malgré les effets bar-
rieres tels qu’un pH acide, une faible activité de 1’eau ou une
teneur en sel assez €levée, Listeria spp peut survivre et méme
croitre dans les saucissons secs (Colak et al. (4), 2007).

Le devenir de 1’agent pathogéne au cours de la maturation des
saucissons secs est conditionné par un certain nombre de fac-
teurs comme la contamination initiale, 1’adaptation de la
souche a la matrice carnée, le procédé de fermentation,... En
outre, dans ce type de produit, la prédominance des bactéries
lactiques joue un réle important dans 1’inhibition de L. mono-
cytogenes due a la production de métabolites comme les acides
organiques ou les bactériocines (peptides a activités antibacté-
riennes) (Zdolec et al. (5), 2007). L’étude de cette capacité des
bactéries lactiques a produire des métabolites actifs contre les
bactéries pathogénes et/ou d’altération est en pleine évolution
ces dernieres années pour leur utilisation comme cultures bio-
protectrices (Rodgers (6), 2008). La biopréservation est une
technologie émergente a fort potentiel d’applications dans
diverses matrices carnées (porc, volaille, beeuf,...) qui permet
de combiner le caractére ‘naturel’des viandes et les régles de
sécurité des aliments sans influencer sur les qualités organo-
leptiques.

Dans le cadre du programme de recherche (TRUEFOOD), une
précédente étape avait permis de sélectionner trois souches de
Lactobacillus sakei pour leur capacité a produire in vitro des
bactériocines actives contre L. monocytogenes. Ici, I’objectif
consistait a évaluer 1’effet anti-Listeria de ces bactéries lac-
tiques lors de fabrications pilotes de saucissons secs réalisées
selon une technologie et une formulation standard.

La biopréservation a été pratiquée en amont par ajout des
souches « bio-protectrices » sur la matiére premiére (viande de
porc). Il est a noter que 1’espéce L. sakei, naturellement pré-
sente dans la viande, ne présente pas de danger pour la santé
de ’homme.

Inhibition de la
croissance de
Listeria
monocytogenes
dans le saucisson
sec par des
bactéries lactiques

Dans le cadre du programme
européen TRUEFOOD
(Traditional United Europe Food
— Contrat FOOD-CT-2006-
016264), I’Adiv a étudié I'effet
anti-Listeria de trois souches
de Lactobacillus sakei
ensemencées sur des viandes
fraiches de porc destinées a la
fabrication de saucissons secs.
Ces trois bactéries lactiques,
isolées de saucissons secs,
avaient auparavant été
sélectionnées pour :

leur capacité a produire in
vitro des bactériocines
actives contre Listeria
monocytogenes

leur action anti-Listeria lors
d’essais menés sur des
muscles de porc
conditionnés sous vide.
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MATERIELS ET METHODES

Les souches bactériennes

Les trois bactéries lactiques sélectionnées proviennent d’une
collection de 106 souches de I’Adiv et appartiennent a I’espéce

L. sakei : IM8, DM2 et DM3.

La souche cible L. monocytogenes B23.1 (sérotype 1/2) a été
isolée de viande fraiche de porc (naturellement contaminée) et

appartient également 2 la collection de I’ Adiv.

Préparation des cultures bactériennes

Aprés une phase de revification, chaque espéce bactérienne a
été cultivée dans le milieu de culture approprié et incubée a la
température optimale : milieu BHI (brain heart infusion) a
30 °C pour L. monocytogenes et MRS (Man Rogosa et Sharpe)
a 30 °C pour les bactéries lactiques. Dans un second temps, les
cultures pures (contrdlées par une coloration de Gram) ont été
centrifugées, le culot obtenu a été lavé dans de I’eau peptonnée
tamponnée (EPT) et la densité optique mesurée a 620 nm. Les
dilutions ont ensuite été effectuées de facon a obtenir la

concentration définie.

Taux et mode d’ensemencement

Les cultures ont été préparées de facon a inoculer les souches
de bactéries lactiques a hauteur de 106-107 ufc/cm? et L. mono-
cytogenes autour de 102-103 ufc/cm?. Les viandes ont été ense-

mencées en surface par pulvérisation.

Conditions expérimentales de la fabrication pilote

En se basant sur un procédé industriel standard de fabrication
de saucisson sec, la matiére premiére était composée de 80%
de maigre de porc et de 20% de gras (bardiére). Le maigre a
test) par L. monocyto-
genes B23.1. Aprés une heure de contact a 4 °C, la viande de
porc a été répartie en quatre lots dont trois ont été ensemencés
avec les bactéries lactiques sélectionnées. Soit les quatre essais

été inoculé artificiell t (chall

suivants :

- un lot ensemencé avec L. monocytogenes seule,

- un lot ensemencé avec L. monocytogenes + L. sakei DM2,
- un lot ensemencé avec L. monocytogenes + L. sakei DM3,
- un lot ensemencé avec L. monocytogenes + L. sakei IM8.

Parall¢lement, quatre essais complémentaires ont été réalisés
sans contamination en L. monocytogenes pour évaluer I'impact
de la biopréservation sur la qualité organoleptique des pro-
Soit les quatre essais

duits ¢ ¢és a des sauci té
suivants :
- un lot non ensemencé en L. sakei,

- un lot ensemencé avec L. sakei DM2,

P

Les différents lots ont été mis en conservation pendant 24 h a
4°C.

Pour chaque lot, le gras a été ajouté au maigre, I’ensemble a
été haché puis les différents ingrédients (sel, poivre, dextrose,
nitrate de potassium) et un ferment commercial composé d’un
L. sakei (role acidifiant), d>un Staphylococcus xylosus et d’un
Staphylococcus carnosus (roles aromatiques) ont été incor-
porés a raison de 10° ufc/g. Aprés embossage dans des boyaux
naturels (chaudins), les saucissons ont été trempés dans une
solution de fleur de surface composée de Penicillium nalgio-
vense a hauteur de 10° ufc/mL.

Pour I’ensemble des essais, trois répétitions correspondant a
trois lots de mati¢res premiéres ont été réalisées. Pour éviter
les contaminations croisées, une phase de nettoyage et de
désinfection des surfaces de travail et du matériel a été menée
entre chaque inoculation.

Les produits embossés ont ensuite été soumis au procédé tech-
nologique industriel qui comprend trois étapes principales :
la fermentation pendant six jours (T ° C : 22 °C - 24 °C,
humidité relative : 85% -90%),

le séchage jusqu’au trentiéme jour (T ° C : 13 °C, humidité
relative : 72% -80%),

la conservation a une température ambiante durant trente
jours environ.

Suivis au cours du procédé

Au cours de la maturation, des analyses microbiologiques et
physico-chimiques ont été réalisées en prélevant un saucisson
entier aux temps suivants : JO (jour de la fabrication), J3 (mi-
fermentation), J6 (fin de la phase de fermentation), J10 (début
de séchage), J15 et J20 (milieu de séchage), J30 (fin de sécha-
ge) et J60 (en cours de conservation).

Pour les analyses microbiologiques, les flores recherchées ont
concerné : la flore lactique sur MRS (incubation a 30 °C pen-
dant 72 h) et L. monocytogenes sur le milieu sélectif ALOA
(Agar Listeria selon Ottaviani et Agosti) (incubation a 37 °C
pendant 48 h).

Pour les analyses physico-chimiques, les suivis ont porté sur
deux paramétres clés : le pH et activité de I’eau (Aw).

Tests organoleptiques

Au cours de la conservation des saucissons secs, une dégusta-
tion a été conduite par un jury interne a I’Adiv pour évaluer
les propriétés sensorielles des produits ensemencés avec cha-
cune des souches de L. sakei comparées aux produits témoins

- un lot ensemencé avec L. sakei DM3,
- un lot ensemencé avec L. sakei IMS.

RESULTATS
Résultats physico-chimiques

Concernant 1’évolution du pH, les
essais avec ou sans biopréservation
de la viande de départ étant addi-
tionnés avec un ferment commercial
(additif classique des saucissons secs
industriels), tous les produits ont
montré une évolution normale du pH
qui diminue rapidement au cours de
la fermentation, passant de 5,83 a 5,1
(figure 1). Au cours du séchage, le
pH des produits a progressivement
augmenté pour atteindre une valeur
de 5,7 en fin de conservation. Cette
remontée est habituelle et est attri-
buée a la consommation de ’acide
lactique par les levures et les moisis-
sures qui se développent a la surface
des boyaux au cours du procédé.

Tout comme pour le pH, quel que

(sans ajout de bactéries lactiques dans la viande).

soit 1’essai, 1’activité de I’eau est
passée en moyenne de 0,96 a4 0,87 en
fin de séchage (figure 2), valeurs
représentatives d’un saucisson sec
industriel.

Les données obtenues pour ces deux
parameétres technologiques souli-
gnent le bon déroulement du procédé
de fabrication pour les différentes
répétitions.

Résultats des suivis
microbiologiques : Evaluation
de I'effet bioprotecteur des
souches de Lactobacillus
sakei contre Listeria
monocytogenes

Parmi les quatre essais ensemenceés
artificiellement en L. monocyto-
genes, I’essai mené sans addition de
L. sakei sur la viande de départ
montre une croissance en L. monocy-
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togenes qui passe de 2 logio/g a
2,5 logo/g lors de la phase de fer-
mentation. Au cours du séchage et de
la conservation, cette concentration a
peu évolué (2,25 log;o/g; figure 3).
Dans cet essai, la bactérie lactique
apportée par le ferment n’a pas eu
d’influence sur la concentration ini-
tiale de L. monocytogenes.

Pour les trois essais qui ont fait 1’ob-
jet de biopréservation des matiéres
premiéres, 1’addition du L. sakei IM8
a permis une réduction significative
de 1 log;y/g du germe pathogeéne
cible dés J20, diminution qui s’est
maintenue au cours de la conserva-
tion. Pour les deux autres bactéries
lactiques (DM2 et DM3), la réduc-
tion a été de 0,5 log;o/g a J20 et elle
s’est également maintenue au cours
du procédé (figure 3).
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Résultats de I’analyse
sensorielle

La séance de dégustation réalisée
par le jury expert interne a I’Adiv a
permis de dégager les observations
suivantes :

- Les saucissons ensemencés avec
L. sakei IM8 ont été jugés comme
étant satisfaisants pour les des-
cripteurs sensoriels : goft, textu-
re, flaveur, odeur, aspect... une
couleur rouge moins caractéris-
tique a cependant été mentionnée.
Les saucissons ensemencés avec
L. sakei DM2 ont été jugés moins
satisfaisants pour les descripteurs
sensoriels. Des essais complé-
mentaires permettant d’optimiser
la qualité organoleptique des pro-
duits sont envisagés pour 2009.
Les saucissons ensemencés avec
L. sakei DM3 ont été jugés satis-
faisants et similaires aux produits
témoins pour I’ensemble des des-
cripteurs sensoriels. Son arome a
d’ailleurs été qualifi¢ de « tradi-
tionnel ».
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POUR CONCLURE

L’effet antagoniste des trois bacté-
ries lactiques préalablement rete-
nues pour leur production in vitro
de bactériocines actives contre
L. monocytogenes est validé in situ
(via la viande de départ) avec une
meilleure réduction (1 log;/g) pour
L. sakei IM8, contre 0,5 log;/g
pour les deux autres souches. Ce
résultat montre qu’une action bio-
protectrice en amont de la fabrica-
tion du saucisson sec, apporte une
sécurité sanitaire, en complément
du ferment, sans pour autant impac-
ter sur les paramétres technolo-
giques des produits. Néanmoins, les
tests organoleptiques ont souligné
que deux souches engendraient des
différences comparées a des saucis-
sons témoins non biopréservés

L. sakei IM8 (léger impact sur la
couleur) et L. sakei DM2 (globale-
ment moins satisfaisant que le
témoin). Suite a ces travaux, les
L. sakei IM8 (meilleure réduction
en L. monocytogenes) et DM3 (bon
retour sur le plan organoleptique

malgré une réduction moindre en
pathogéne) ont été retenus pour des
essais ultérieurs qui seront égale-
ment conduits dans le cadre du pro-
gramme TRUEFOOD. Ces fabrica-
tions pilotes consisteront a optimi-
ser les conditions d’ensemence-
ment (taux et mode d’ensemence-
ment) de ces deux bactéries lac-
tiques préalablement lyophilisées
pour se rapprocher des conditions
industrielles.

Pour valoriser ces recherches et
transférer la méthode de biopréser-
vation aupreés des industriels inté-
ressés, des sessions de démonstra-
tion sont programmées courant
20009.
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