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Etude de la fermentation de la viande maigre apres

une Déshydratation Imprégnation par Immersion

Résumeé : L’élevage du cerf Rusa représente un important marché économique dans les Tles des
Mascareignes. L’essentiel de la venaison est vendu en frais. Aussi la recherche d’autres voies de valorisation par
la transformation pourrait étre un facteur supplémentaire du développement de la filiere cervine.

Le projet dans lequel s’est inséré mon travail a pour objectif de développer un procédé de salaison adapté
aux conditions tropicales. 1l combine une étape de salage séchage par déshydratation-imprégnation par
immersion (DII) et une opération de fermentation.

Lors de mon stage un plan d’expérience a été mis au point ayant pour objectif de modéliser I’effet de la
concentration en sel et du temps d’immersion sur le gain en sel et la perte en eau lors de I’étape de DII.

Pour comprendre I’influence de la DIl sur la fermentation de la viande, des essais ont été réalisés avec des
formulations de DII différentes. Cela nous a permis de confirmer qu’il était possible de fermenter une viande
traitée préalablement par DIIl. On observe une croissance des microorganismes, une baisse du pH, une production
d’acide D lactique et une consommation du glucose.

Si on pousse la déshydratation de la viande lors de la DIl nous ne retrouvons pas cette fermentation. 1l y a

augmentation de la flore totale, une légére baisse du pH mais pas de production d’acide lactique.

Mots clés : Viande, venaison, transformation, salage, séchage, fermentation, déshydratation —imprégnation

par immersion, ferments lactiques.
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Introduction

Les produits d’origine animale, quand ils ne sont pas consommés a |’état frais, sont généralement
transformés par une large gamme de techniques traditionnelles, notamment le salage, le séchage, la cuisson, le
fumage, la fermentation/maturation.

Dans les pays du Sud, les procédés de transformation utilisés sont de préférence rapides et basés sur
’utilisation, combinée ou non, d’opérations de salage, séchage, cuisson, fumage et marinage. Ces procédés
bénéficient d’un savoir faire ancestral et restent empiriques. Les traitements sont généralement longs et mal
maitrisés et la qualité des produits n’est pas garantie.

La fermentation/maturation est essentiellement pratiquée dans les pays tempérés ou les conditions
climatiques et économiques permettent aisément sa mise en ceuvre. En effet, la fermentation est un procédé long,
réalisé de préférence a température basse et nécessitant des cellules a atmosphére contrdlée. Elle est donc

difficilement transférable en 1’état actuel aux pays tropicaux en raison du climat et des cofits qu’elle engendrerait.

La venaison, viande de gibier, est une viande que 1’on retrouve dans plusieurs pays de la zone de 1’Océan
Indien (ile Maurice, Réunion). A 1’heure actuelle, I’essentiel de la venaison est vendu a 1’état frais et la mise sur le
marché d’un produit de diversification avec de bonnes qualités sanitaires et sensorielles permettraient d’ouvrir une
nouvelle voie de développement pour la filiére cervidés dans les Mascareignes.

Ce constat a amené le CIRAD a développer un nouveau procédé de salaison de la viande adapté a une
viande maigre et aux conditions tropicales (matériel peu cofliteux, traitement court, utilisation de solutés
disponibles et efficaces), en s’inspirant des procédés traditionnels de salaison. L’objectif est d’aboutir a un produit
de type biltong (produit salé, séché et aromatis¢ traditionnellement fabriqué a partir de viande de beeuf ou de
gibier, couramment consommé en Afrique australe).

Le procédé¢ combinera la déshydratation-imprégnation par immersion (DII) pour saler et pré-sécher
simultanément la viande, et une étape de séchage-fermentation pour améliorer la stabilité, la qualité
organoleptique et sanitaire du produit fini.

Le premier objectif de ce stage consiste a confirmer 1’aptitude d’une viande de beeuf maigre a fermenter
lorsque celle-ci est préalablement traitée par DII dans des conditions permettant une déshydratation moyenne de
la viande.

Dans un 2°™ temps, I’objectif est de savoir dans quelle mesure il est possible de pousser la déshydratation
pendant 1’opération de DII tout en obtenant une viande apte a €tre fermentée. En effet 1’objectif est de pré -
stabiliser au maximum la viande avant fermentation pour éviter les risques de contaminations lors de cette

opération.
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Solution Eau

concentrée Solutés

Substances solubles (ac.
organiques, sucres, sels,
minéraux)

Figure 1 : Représentation schématigue des transferts de matiére

au cours d’un traitement d’immersion en solution concentrée (d’aprés Raoult-Wack et Guibert,
1990 ; Raoult-Wack, 1994)




Etude Bibliographique

Le procédé mis en ceuvre pour transformer la viande de beeuf combine une déshydratation imprégnation par

immersion (DII) et une fermentation. Ainsi, la 17

partie de cette étude bibliographique porte sur la premiére
opération (la DII).
La fermentation, les mécanismes de fermentation, et les microorganismes impliqués seront ensuite

présentés.

I. La déshydratation imprégnation par immersion (DII)

Traditionnellement, 1’élimination d’eau d’un produit alimentaire est obtenue soit par voie mécanique
(centrifugation, filtration, pressage), soit par voie thermique (ébullition, entrainement).

Pour les produits alimentaires solides, une troisiéme voie peut étre utilisée : il s’agit de 1’élimination d’eau
par déshydratation imprégnation par immersion ou déshydratation osmotique. Cette technique consiste & mettre
I’aliment entier ou découpé en morceaux en contact avec une solution fortement concentrée en solutés (souvent du
sel ou du sucre) (Ponting, 1973).

De nombreux procédés de transformation des aliments riches en eau sont basés sur I’immersion de 1’aliment
entier ou découpé dans les solutions trés concentrées en sucre ou en sel. Il s’agit par exemple du saumurage ou
marinage de viandes et poissons et du confisage des fruits. Ces techniques traditionnelles consistent a favoriser
I’imprégnation du soluté dans I’aliment et & limiter le phénomeéne de déshydratation afin de ne pas diminuer les
rendements de production. En revanche, lors de la déshydratation osmotique on cherche a favoriser le départ

d’eau et limiter ’entrée de solutés.

1. Les grands principes de 1’opération

La déshydratation imprégnation par immersion, est un procédé d’élimination d’eau et d’imprégnation en
solutés par différence de concentration. Cette technique, souvent utilisée pour les fruits et Iégumes est désormais
employée pour traiter d’autres types de produits tels que les produits carnés ou poissons.

L’aliment est immergé dans une solution concentrée et il s’en suit alors des transferts de matiere simultanés,
a contre courant (figure 1) :

- Une sortie d’eau du produit vers la solution
- Une entrée de soluté de la solution concentrée vers le produit
- Une fuite de solutés propres vers la solution. Cependant, cette perte est quantitativement négligeable

par rapport aux deux autres transferts (Bohuon, 1995)




produit initial

produit déshydraté / imprégné (pré-stabilisé)

addition de congélation pasteurisation stérilisation
conservateur
lyophilisation acidification séchage fermentation

produit fini stabilisé

Figure 2 : Traitements complémentaires suite a une déshydratation osmotique.




Dans le cas des produits carnés, I'utilisation d’une solution ternaire composée d’eau, de sel, et de sucres

(Islam et Flink, 1982 ; Collignan et Raoult-Wack,, 1992) permettent de fortes pertes en eau tout en limitant

I’imprégnation en sel grace a I’utilisation de sucres de fortes masse molaire (Collignan et Raoult-Wack, 1992).

La DII n’entrainant pas un produit stable, elle doit étre associée a des étapes supplémentaires répertoriés

dans la figure 2. Dans le cadre de ce projet la seconde opération de stabilisation est une fermentation.

2. Objectifs et intéréts de I'opération

Par ce traitement DII, on peut extraire jusqu’a 70% d’eau environ. Cette eau correspond a 1’eau « libre » du

produit, et sa diminution n’abaisse que trés peu I’Aw (Ponting, 1973 ; Islam et Flinck, 1982).

Les avantages de I’introduction d’un procédé de DII dans un procédé technologique classique sont de divers

ordres :

Une amélioration des qualités organoleptiques et nutritionnelles des produits obtenus. Ceci peut
étre attribué aux températures de traitement modérées qui limitent les dommages cellulaires comparés
a des techniques utilisant une température élevée. De plus la perte en solutés propres du produit est
quantitativement faible, donc essentielle pour la conservation des pigments, des vitamines, des
minéraux, des aromes, et il n’ y a pas d’oxydation.

Une économie d’énergie (Le Maguer, 1988 ; Collignan et al., 1992) car I’eau est enlevée du produit
sans changement de phase et les coefficients d’échange de chaleur et de matiére sont généralement
meilleurs en phase liquide qu’en phase gazeuse.

Une économie de temps. En effet, la maitrise des paramétres en DII permet une optimisation qui
conduit a des déshydratations trés rapides.

Une possibilité de coupler simultanément a la D11 des traitements complémentaires : coloration
en faisant pénétrer des molécules colorantes, aromatisation, texturation, formulation de produits a

I’aide d’ingrédients et d’additifs de salaison.

3. Variables du procédé

On peut orienter la DII en agissant sur un certain nombre de facteurs :

le temps d’immersion : plus la durée est longue, plus la déshydratation et I’imprégnation sont
importantes

la concentration de la solution de déshydratation (solutés, présence d’ions): une forte
concentration en soluté augmente la déshydratation et permet de réduire la perte en solutés
hydrosolubles

la composition de la solution concentreée : I’imprégnation est favorisée par des solutés a faible poids
moléculaire. L’utilisation d’un mélange de plusieurs solutés peut combiner certains avantages de
chacun, mais les interactions sont souvent complexes en fonction des concentrations de chacun, de la

viscosité, de la formation de couche superficielle, etc



Tableau 1 : Microorganismes présents dans les viandes (d’aprés J-L Jouve, 1996)

Nom Habitats T°C optimale Caractéristiques
Bactérie mésophile.
Cuir Les conditions de conservation a des . -
N . e Espéce bactérienne.
Salmonella Tractus digestif | températures de réfrigération ou de Bactérie pathogene
de I’animal congélation n’entrainent pas la pathog
destruction de cette bactérie.
Cuir
Listeria Tra<’:tus_ digestif Bacte,rles pshychrotrophes ,capable de Espéce bactérienne
de I’animal se développer aux températures de e 5
monocytogenes \ . . X Bactéries pathogeéne
Carcasse aprés travail et de conservation des viandes.
abattage
Cuir Bactérie mésophile.
Stanhvlococeus Tractus digestif Les conditions de conservation a des Espace bactérienne
paL)J/reus de I’animal températures de réfrigération ou de Ba?:téries athogene
Carcasse apres congélation  n’entrainent pas la pathog
abattage destruction de cette bactérie.
Clostridium Cuir Espéce bactérienne
. Tractus digestif Bactérie mésophile Bactéries pathogene
perfringens . PR
de I’animal Anaérobie stricte
Cuir Bactéries mésophile. . -
N . L Espéce bactérienne
Tractus digestif Les conditions de conservation a des - .
_ . S . e o Bactéries dont certains
Escherichia coli de I’animal températures de réfrigération ou de . .
X . , - types sérologiques sont
Carcasse aprés congélation n’entrainent pas la Athoaenes
abattage destruction de cette bactérie. pathog
Cuir o .
Tractus digestif Aérabie stricte
Pseudomonas de I’animal Respon§able de
Carcasse apres Pshychrotrophe I’altération du substrat
abattage P viande par protéolyse
Cuir
Enterobacteriaceae | Tractus digestif Famille bactérienne
de I’animal
Cuir . ) Groupe bactérien
- . . Pshychrotrophe sans action néfaste sur L .
Bactéries lactiques | Tractus digestif : Bactéries non pathogéne
‘o le substrat viande RSN :
de I’animal d’intérét technologique




- le mode de découpe des produits : un rapport surface/masse des morceaux rend la déshydratation
plus rapide

- latempérature : plus elle est élevée, plus la perte en eau est favorisée

La perte en eau et le gain en solutés en DII dépendent aussi des propriétés des tissus. La trés grande
variabilité observée dans les comportements des divers produits, au cours de la déshydratation osmotique, est
généralement attribuée aux différences tissulaires. En effet, de trés nombreuses études, menées essentiellement sur
fruits et 1égumes, montrent que les échanges d’eau et de solutés sont probablement influencés en particulier par la
présence des membranes cellulaires, mais aussi par la compacité des tissus, le taux initial en matieres insolubles,
I’importance relative des espaces intercellulaires, la nature des solutés propres et les activités enzymatiques des

produits traités.

4. Applications industrielles

Le procédé de déshydratation osmotique est déja appliqué depuis quelques dizaines d’années a grande
échelle dans des industries d’Asie du Sud-Est a des fruits, et en Europe avec les fruits méditerranéens (SpieB et
behsnilian, 1998). On peut aussi I’étendre a un grand nombre de légumes, viandes et poissons. Les perspectives
d’applications industrielles sont nombreuses.

Les produits obtenus sont destinés a étre consommés en 1’état (produits de grignotage de type
« Aperifruits »), incorporés dans les patisseries industrielles, céréales, produits laitiers (yaourt, fromage blanc),
plats cuisinés, ou produits congelés a décongélation rapide (salades de fruits, crémes glacées) ou encore

réhydratés.

5. Les problemes posés par la gestion des solutions

Le cofit et la gestion des solutions concentrées sont des points fondamentaux pour la viabilité technico
économique du procédé. En cours de DII, des transfert de matiéres croisés se produisent, ce qui a pour
conséquence une dilution de la solution et 1’apparition de solutés propres du produit et d’impuretés. Il est alors

indispensable de réajuster la concentration de la solution et les proportions entre les solutés.

6. Essais de DII sur de la viande maigre

La viande de cervidés présente certaines caractéristiques spécifiques comme une faible teneur en graisse
(<2%), une tendreté remarquable et des aromes subtils de gibier. De plus, les nombreux muscles de petites tailles,
commercialisés en frais, pourraient étre valorisés comme produits de grignotage (salés, séchés, aromatisés).

Cependant, bien que ces caractéristiques peuvent étre considérés comme des atouts, les quelques essais de
transformation par salage, séchage et /ou fumage qui ont été¢ conduits n’ont pas donné satisfaction et ce pour
plusieurs raisons. Cette viande particulierement maigre, s’imprégne beaucoup trop en sel lorsqu’elle est soumise
aux conditions classiques de salaison. D’autre part, les aromes de gibier qui la caractérisent ont tendance a

disparaitre au cours du procédé et la viande développe des odeurs désagréables aprés traitement (ammoniac et



peptone qui témoignent d’une dégradation des protéines) (Collignan et Deumier, 2001)

L’immersion d’une piece de viande maigre (bceuf) dans une solution concentrée eau/sel/sirop de glucose
permet un séchage important (38%) et une imprégnation en sel et en sucres relativement faibles (4% et 2%
respectivement) (Santchurn et al, 2007).

Des essais ont également été réalisés sur de la viande de daim (Deumier, 1993)

Le sirop de glucose est un produit issu de 1’hydrolyse partielle de ’amidon de mais et est constitué de
glucose, de maltose et de polysaccharides de glucose de degré de polymérisation allant de 3 a plus de 9.

Les travaux réalisés au CIRAD notamment dans le cadre de la thése de S. Santchurn ont permis de mieux
comprendre le réle des sucres de différentes masses molaires. D’autre part, le potentiel de la mélasse et de
I’amidon de mais comme soluté de remplacement du sirop de glucose a été évalué. La mélasse est un sous produit
peu cotteux de I’industrie sucriére et renferme 45% de saccharides de faible masse molaire et I’amidon de mais
est une source de polysaccharide de masse molaire trés élevée. En comparaison avec le sirop de glucose, la
mélasse s’avere €tre un soluté intéressant puisqu’elle permet un séchage plus important et un salage identique,
donc une pré stabilisation plus poussée de la viande. Cependant, elle présente 1’inconvénient d’imprégner plus
fortement la viande en sucres, d’ou le risque d’une saveur sucrée détectable et indésirable de la viande ainsi traitée

(Santchurn et al., 2007).

II. Les produits fermentés et leur fabrication

1. La matiere premiére

La chair des animaux constitue depuis toujours une des bases de 1’alimentation humaine. L’industrie de la
viande représente un des principaux secteurs de 1’industrie alimentaire. La viande et consommée de plus en plus,
et sous des formes de plus en plus diverses.

La viande est considérée comme un aliment de choix en fonction de sa valeur nutritive. Sa richesse en
protéines et la nature de celle-ci en font un aliment difficilement irremplagable. Cependant, en raison méme de ses
qualités nutritionnelles, la viande constitue un terrain trés favorable a la plupart des contaminations microbiennes
(principalement les organismes protéolytiques). Il s’agit donc d’une denrée fragile, périssable avec une courte
durée de conservation avant la vente si aucune technique de conservation n’a été appliquée. Juste apres abattage la
viande fraiche nécessite un certain délai de conservation pour acquérir certaines qualités organoleptiques

(tendreté, couleur) : c’est le phénomeéne de maturation.

2. Caractéristiques microbiologiques de la viande

Aprés I’abattage, le muscle est exempt de microorganismes (la viande d’un animal sain est en principe
stérile). On dénombre un germe pour 10 a 100g de chair. (Bourgeois et Leveau, 1991)
La contamination bactérienne de la viande a deux origines principales : la flore de 1’animal vivant et les

contaminations lors de I’abattage ainsi que de la découpe.



En effet les germes susceptibles d’étre rencontrés dans la viande proviennent de I’intestin par
franchissement de la barriére intestinale. Puis sont véhiculés par le sang. Ils peuvent étre a 1’origine de
contaminations élevées. Certains d’entre eux sont les bactéries psychrotrophes capables d’altérer la viande par
putréfaction avec ou sans modification de la couleur ou par formation d’acides gras a odeurs désagréables. De
plus les animaux peuvent étre porteurs sains de bactéries pathogenes comme Salmonella, Listeria monocytogenes.
La surface de la carcasse, quant a elle, porte toujours un nombre important de germes divers. Ce nombre varie
avec ’emplacement sur I’animal et les conditions d’hygiéne a 1’abattoir.

La viande peut aussi étre polluée par le manipulateur lui-méme qui transporte avec ses mains et ces outils
des bactéries présentes dans I’environnement. Il peut également apporter des bactéries pathogenes s’il est porteur
sain.

Les genres ou familles bactériennes dominant sur les viandes fraiches sont Pseudomonas, Acinetobacter,
Micrococcacae, Enterobacteries, Flavobacterium, Microbacterium, Lactobacillus. Les microorganismes présents
sur la viande sont présentés dans le tableau 1.

La plupart de ces groupes présents dans la viande sont responsables d’altération : putréfaction, verdissement,
sirissement, lipolyse.

D’autres germes peuvent é&tre présents de facon aléatoire: Bacillus, Streptococcus, Aeromonas,

Clostridium, etc.

3. La fermentation

La fermentation est une opération ayant pour but la stabilisation des produits et la modification de leurs
propriétés organoleptiques par action des microorganismes et des enzymes, endogenes ou exogenes.

Lors de la fermentation de bonnes bactéries au détriment d’autres se développent en grand nombre.

Les techniques de fabrication sont multiples, s’associent parfois et se complétent. Il n’est donc pas facile de
classifier les viandes fermentées. Le Code des usages de la charcuterie, de la salaison et des conserves de viande
(CTSCCV, 1997) définie 16 catégories de produits.

La catégorie 2, piéces crues maturées/séchées (ex : jambon cru, de pays), et la catégorie 5, saucisses et
saucissons secs, sont celles qui se rapprochent le plus de notre protocole.

A la viande, parfois hachée, des sucres, du sel, des nitrates et nitrites sont ajoutés. La fabrication de ces
produits s’accompagne d’une maturation qui leur confére leurs qualités sensorielles. Cette étape de fermentation
en elle-méme a aussi un role de stabilisation (préservation) grace a plusieurs facteurs :

- une acidification résultant de la production d’acide lactique par les microorganismes

- un effet barriere des ferments présents dans la viande qui empéchent d’autres microorganismes,
éventuellement pathogenes de se développer

- une diminution de I’activité de I’eau (Aw) : qui devient limitante en dessous de 0,95 pour certains
germes

- une diminution du potentiel d’oxydoréduction par la consommation d’oxygéne par les

microorganismes, qui pénalise les microorganismes aérobies



Tableau 2 :

Caractéristigues physicochimiques et microbiologiques de biltong d’Afrigue du Sud

Analyses physicochimiques Analyses microbiologiques

Echantillons | Teneur Teneur Teneur en Teneur en Flore totale Flore Levure

analyses eneau | Aw en sel acide L- acide D- pH (ufc/g) lactique (log ufc/g)

(%) (%) | lactique (%) | lactique (%) g (log ufc/g) g uterg

Valeur 215 | 0,65 1,9 nd nd 5 1.10° 1.10° <10
minimum
Valeur 428 | 0,89 7.9 1,5 0,9 6,2 1.10° 1.10° 1.10
maximum

nd : non détectable




a) Exemple de produits fermentés et de leurs technologies de fabrication

La fermentation est I’'un des procédés les plus anciens pour la conservation de la viande. En Europe les
produits concernés par ce traitement sont le saucisson sec, le salami, les saucisses séchées, le jambon sec, la
viande séchée des Grisons etc. sont des produits dont on suppose une fermentation dans leurs technologies de
fabrication. Dans les pays du Sud, on retrouve peu de viande fermentées bien que des travaux récents indiquent
que le « Biltong », le « Jerked Beff» le « Charqui », produits salés et séchés pourraient étre des produits
fermentés (Petit et al., 2006 ; Pinto et al., 2002)

Le but de la cuisson est d’assurer le maximum de cohésion entre les constituants, en limitant les transferts
d’eau et de lipides. A contrario pour la fabrication des produits secs 1’objectif est de faciliter les transferts en eau,

et d’¢liminer au maximum 1’eau pour assurer une bonne conservation du produit fini (Girard, 1988).

e Le saucisson sec

Le saucisson sec est une préparation de charcuterie crue, fermentée et séchée, composé d’environ 2/3 de
maigre et 1/3 de gras. A ces deux principaux ¢éléments sont adjoints un certain nombre d’additifs : chlorure de
sodium, salpétre et/ou nitrites, sucres, épices ou aromates. La premicre étape dans la fabrication de ce produit est
le broyage qui s’effectue a basse température. Le pré salage précéde parfois cette opération, il facilite la
solubilisation des protéines. Le mélange du maigre, du gras et des ingrédients se fait au cours de 1’étape de
malaxage. Puis la mélée est embossée, aprés un éventuel repos, en boyau artificiel ou naturel. Un égouttage peut
s’effectuer puis intervient 1’étape d’étuvage, d’une durée de 1 a 5 jours, a des températures comprises entre 20 et
28°C sous une hygrométrie de 90%. Cette étape permet avant tout une explosion microbienne et d’amorcer la
déshydratation. L’opération ultime est le séchage, sous hygrométrie de 75 a 85% et une température de 12-16°C.
Tout au long du séchage, se produisent des réactions de maturation et de dessiccation, dont le but est de conférer

au produit fini ses caractéristiques.

e Le biltong

Le biltong est un produit carné cru séché salé consommé un peu partout en Afrique du Sud et préparé a
partir de muscle d’antilope ou de bovins.

Le biltong ressemble au produit carné déshydraté tel que le « charque » que 1’on retrouve en Amérique du
Sud ou encore au jerky présent dans certaines régions d’ Amérique du nord. Il a une activité en eau d’environ 0,80
(Petit et al., 2006).

Pour mieux comprendre la nature du biltong, des analyses physicochimiques et microbiologiques ont été
effectuées sur du biltong provenant d’Afrique du Sud. Les viandes utilisées pour leur fabrication étaient issues du
beeuf, du kuddu ou du springbok. Les résultats révelent une grande variabilité tant au niveau physicochimique
qu’au niveau microbiologique (tableau 2).

Cette variabilité pourrait s’expliquer d’une part par la qualité de la mati¢re premiére et d’autre part par des
méthodes de fabrication différentes (ingrédients, techniques et durée de salage et de séchage). La flore

microbienne du biltong est comprise entre 10° et 10" ufc/g avec comme groupe prédominant, les micrococcaceae.
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Figure 3 : Métabolisme du glucose et du pyruvate chez les bactéries lactiques homo et hétéro
fermentaires (adapté de Durand, 1999 et Girard, 1988)




Par la présence de ces microorganismes, on suppose que ce produit pourrait avoir subi une forme de fermentation

naturelle au cours du séchage (Santchurn, 2005).

Par ailleurs sachant que la viande fraiche est dépourvue d’acide D lactique, les teneurs en acide D lactique

relativement élevées de certains biltongs, couplées a une flore lactique importante laissent penser qu’une

fermentation lactique a probablement eu lieu de maniére spontanée au cours du séchage (Petit et al, soumis a

publication ; Santchurn, 2005).

IITI. Mécanismes de fermentation

1. Voies fermentaires

La conversion des sucres en acide lactique est la principale voie métabolique fournissant 1’énergie aux

bactéries lactiques.

Cette conversion est également impliquée dans la production de différents composés participant aux

propriétés organoleptiques des produits fermentés.

Deux voies métaboliques ont été décrites pour la fermentation du glucose chez les bactéries lactiques.

Celles ci sont schématisées figure 3.

la voie homofermentaire (voie d’Emben Meyerhof Parnas ou glycolyse) qui conduit dans un
premier temps a la formation de deux moles de pyruvate a partir d’une mole de glucose. Par la suite,
grace a une activité de la lactate-déshydrogénase, le pyruvate est métabolisé en lactate (D) et/ou (L).
Ce dernier peut étre converti en isomere (D). Cette voie conduit & une production d’acide lactique
représentant plus de 90% des produits ¢élaborés. Les bactéries concernées par cette voie sont les
lactobacilles homofermentaires, les Enterococcus, les Pediococcus, etc.

la voie hétérofermentaire (voie des pentoses) est davantage le fait des lactobacilles
hétérofermentaires ou des leuconostocs. On aboutit a la production d’acide lactique et un mélange des

produits d’excrétion : le dioxyde de carbone, I’éthanol et 1’acide acétique.

11 faut signaler d’autres métabolismes des glucides.

Une fermentation alcoolique des levures (production massive d’éthanol)
Une fermentation gluconique par Escherichia spp ou Pseudomonas spp (oxydation du glucose en
gluconate)

le métabolisme aérobie du pyruvate par les microorganismes aérobies stricts, surtout des moisissures

en produisant des dérivés du cycle de Krebs ce qui augmente ’acidité du produit

2. Microorganismes impliqués dans la fermentation de la viande

Les principaux microorganismes de la viande sont :

les lactobacilles : leurs principales caractéristiques sont qu’elles fermentent rapidement les hexoses
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(voie homofermentaire) et relativement lentement les polyosides, avec un bon effet inhibiteur vis-a-
vis des Gram négatifs principalement et quelques Gram positifs

- les microcoques : nombreux en fin de maturation ; ils participent légérement a la fermentation (voie
homofermentaire), possédent des capacités protéolytiques et lipolytiques. Ils jouent un réle primordial
dans la formation de la couleur en réduisant les nitrates en nitrites. Le nitrite réagit avec la

myoglobine et stabilise les pigments durant la conservation

On trouve aussi :
- des streptocoques: homofermentaires mais progressivement inhibés par la croissance des
lactobacilles lors de la fermentation
- des entérobactéries : protéolytiques et acidifiantes, par fermentation « acides-mixtes » donnant
naissance a un grand nombre d’acides organiques courts tels que I’acide formique, acétique, lactique,
succinique. Elles sont présentes en quantité relativement importante en début de fermentation. Elles
disparaissent progressivement au cours de 1’étuvage (inhibées par les lactobacilles)
- des pseudomonas : protéolytiques et inhibés par les lactobacilles
- des levures : presque toujours présentes en surfaces, elles sont avant tout lipolytiques et conduisent a
la formation de composés aromatiques
- des moisissures : leur développement est souvent la conséquence d’accidents de séchage
Pour le saucisson sec, parmi tous les microorganismes présents, les plus dominants sont les lactobacilles et

microcoques.

Pour la fermentation des viandes on utilise des starters cultures, ce sont des microorganismes viables
ajoutés directement dans la viande et qui améliorent les qualités organoleptiques et hygiéniques. L’ajout de ces
starters permet une baisse du pH du produit aprés fermentation.

Le but est de favoriser le développement des microorganismes souhaités, ayant un role dans la production

d’acides organiques et de composés aromatiques, avec un effet inhibiteur sur les germes indésirables.

Le mélange lactobacilles -microcoques, constitue 1’essentiel de 1’équilibre microbien, grice aux avantages

combinés de ces deux microorganismes. C’est pour cela qu’il est souvent utilisé en starter de fermentation.

a) Les bactéries lactiques (Bourgeois et Leveau, 1991)

On peut en retrouver dans la plupart des produits alimentaires, soit comme germe d’altération ou
responsable de fermentation pour exploiter ses effets bénéfiques, comme dans les fromages, saucissons secs ou

choucroute.

Les bactéries lactiques sont ajoutées dans le but d’accélérer le processus de fermentation et ainsi améliorer



Tableau 3 : Caractéristiques de Lactobacillus sakei

(d aprés Bourgeois C.M et J.Y Leveau, 1991 : Durand, 1999)

Morphologie

Gram+, non sporulées

Mobilité

Immobile pour la plupart.

Température de culture

Meésophile : croissance optimale entre 15°C et 25°C,
incapable de se développer a 45°C.

pH minimal de culture

Entre 3 et 4 unités pH

Type respiratoire

Dépourvu de cytochromes.

De ce fait elles sont incapables de respirer mais peuvent sont
capable de métabolisme fermentaire.

- anaérobie

Voie de fermentation des

Homofermentaire,produit de I’acide L- lactique et peut le

sucres transformer en D-lactique par une racemase
Quelques composeés Glucose, saccharose, lactose, acide gluconique, D-ribose
fermentés
Quelques composés non Maltose, amidon
fermentés
Forme Batonnet, regroupement par pair ou courte chaine

Aw minimale pour la
multiplication dans la
viande

0,94

Bactériocines produites

Sakacin A, Sakacin P et Lactocin S (suivant les souches)

Production d’amines

Histamine, tyramine, phényléthylamine, putricine.
Faible ou inexistante




la qualité organoleptique et réduire les accidents de fabrication

Les bactéries lactiques formant un groupe hétérogéne. Leur principale fonction métabolique est d’excréter
I’acide lactique D(-) ou L(+) ou un mélange de D et de L. Leurs capacités de synthése sont faibles mais elles
présentent de nombreuses qualités. Elles sont utilisées car elles rivalisent avec des bactéries endogénes,
produisent en quantité importante de I’acide lactique, sont résistantes au sel, a la température. De plus elles ne
sont pas protéolytiques pour ne pas produire une quantité d’ H,O, et améliorent la flaveur.

Le genre Lactobacillus comprend 44 espéces.
Il est essentiel de distinguer les bactéries sphériques (Lactococcus, Staphylococcus, Leuconostoc,

Streptococcus..) des bactéries cylindriques (Lactobacillus)

b) Lactobacillus sakei

Lactobacillus sakei (ou sake) appartient au groupe II du genre des Lactobacillus, qui correspond au genre
Streptobacterium de [’ancienne classification d’Orla Jensen (1919). Ce groupe rassemble les lactobacillus
mésophiles, donnant une homofermentation du glucose et une hétérofermentation des pentoses et du gluconate.

Le tableau 3 rassemble les principales caractéristiques de Lactobacillus sakei.

Ces bactéries ont été trouvées en 1 lieu sur les produits alcool de riz = sakei mais on les retrouve surtout
sur les produits carnés et produits a base de poisson cru.
Les bactéries Lactobacillus sakei sont bénéfiques pour la conservation de la viande et sont utilisées

couramment pour la fermentation des produits carnés.
Dans le cadre de notre projet nous nous sommes limités pour I’instant a 1’utilisation d’un starter contenant

exclusivement Lactobacillus sakei (TRADI 313). Des essais avec un starter contenant un mélange de bactéries

pourront étre menés ultérieurement
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Matériels et Méthodes
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Figure 4 : Les étapes des essais de DIl + fermentation de la viande




Matériels et méthodes

I. Méthodologie expérimentale

Les expériences réalisées pendant mon stage suivent un protocole élaboré antérieurement pour 1’obtention

d’une viande fermentée mais partiellement déshydratée (figure 4).

a) La matiére premiére

Le rond de gite de beeuf a été choisi comme aliment model car ¢’est une partie maigre et assez homogene de
la carcasse. Il est plus disponible que la viande de cervidé et s’y apparente en terme de teneur en matiére grasse
(<5%). Le muscle de viande est coupé en morceaux de taille standard (7x5x1cm), conditionnés sous vide et

stockés a -18°C. Juste avant utilisation, les morceaux de viande sont décongelés.

b) La DII

Les morceaux de viande, sont disposés sur un portoir et immergés dans la solution concentrée contenue
dans un bac hermétique (figure A, annexe 1).

La solution contient, pour 1L d’eau distillée :

- 950g de sirop de glucose DE21 obtenu par hydrolyse partielle d’amidon de mais pour avoir 21g de
sucre réducteur/100g de sirop.
- du sel dont la concentration varie en fonction de la perte en eau et du gain en sel désiré.

L’ensemble est ensuite agité horizontalement (agitateur va-et-vient LS 20 Gerhardt) durant toute 1’opération
pour renouveler la solution concentrée a la surface du produit et limiter les phénomeénes de dilution qui
ralentissent les transferts.

En fin de DII les morceaux sont rincés a I’eau distillée avant de reposer 18-20h a 4°C pour équilibrer les

concentrations dans les morceaux.

c) L'ensemencement

Les filets de viande sont trempés 5 secondes dans la solution d’ensemencement. Elle est préparée en
mélangeant des ferments lactiques (sélection de souche de Lactobacillus Sakei) (TRADI 313, annexe 2), 0,5% de
delvocid (inhibiteur de levures utilisé pour la fabrication de fromages et de saucissons secs, annexe 3) et d’eau
physiologique.

Pour limiter les contaminations, tout le matériel d’ensemencement est stérilisé soit a 1’autoclave, soit

aseptisé a I’éthanol.
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d) L'étuvage

Les morceaux de viandes sont suspendus dans un panier et introduits dans une enceinte climatique (figures
B et C, annexe 1). Cette enceinte est réglée a une température de 25°C et une hygrométrie de 95%. L’étuvage est
réalisé pendant 8, 15, 24, 48 et 72h afin de réaliser une cinétique de fermentation. Les conditions d’étuvage ont
été choisies de tel sorte a retrouver les conditions de 1’air ambiant du milieu tropical et a limiter le séchage au
cours de la fermentation pour n’étudier que les mécanismes de fermentation. Pour chaque temps de fermentation,

3 filets de viande sont analysés.

e) Le séchage
Cette étape envisagée pour finir de sécher la viande et ainsi obtenir un produit de type biltong, n’a pas été
étudiée.
II. Analyses physico-chimiques

Pour toutes les analyses physico-chimiques, la viande est préalablement broyée finement au robot ménager.

1. Détermination de la perte en poids au cours des opérations de DII
et de fermentation

Les morceaux de viande sont pesés avant et aprés chaque opération (DII et fermentation) afin de calculer la

perte en poids des morceaux de viande au cours de chacune des deux opérations.

avec :

PP : perte en poids au cours de la DII ou de la

100 fermentation (g/100g de viande)

SRR

! M,; : poids du filet avant DII ou fermentation (g)

M. poids du filet apres DII ou fermentation (g)

2. Détermination de la teneur en eau et calcul de la perte en eau au
cours des opérations de DII et de fermentation

La teneur en eau est déterminée par séchage a 1’étuve (103°C) jusqu’a poids constant (24h). La viande est

pesée dans une coupelle en aluminium.

avec :

p p . : A
(masse d'eau évaporée) TE : teneur en eau de la viande avant DII ou fermentation (%)

Xl : m : masse de I’échantillon (
( )

TE =
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La perte en eau au cours de la DII ou de la fermentation peut alors étre calculée :
avece

PE : perte en eau au cours de la DII ou de la fermentation (g/100g de viande)

PE =TEi - TEr x My TE; : teneur en eau de la viande avant DII ou fermentation (%)

i TE¢ : teneur en eau apreés DII ou fermentation (%)

M,; : poids du filet avant DII ou fermentation (g)

Mg: poids du filet aprés DII ou fermentation (g)

3. Détermination de la teneur en sel et calcul du gain en sel au cours

des opérations de DII et de fermentation

La teneur en sel est estimée a partir de la détermination de la concentration des ions chlorures libres apres
extraction de ces derniers dans une solution d’acide nitrique.

Le dosage se fait grace a un chloruremétre (Corning chloride analyser 926). L’échantillon est ajouté a une
solution tampon acide (acide acétique, acide nitrique). Deux ¢lectrodes d’argent, plongées dans la solution,
libérent des ions argent en continu. Ces ions argent se combinent avec les ions chlorures de 1’échantillon sous
forme de chlorure d’argent. Lorsque tous les ions chlorures ont été précipités sous forme de chlorure d’argent, des
ions argent libres apparaissent et la conductivité de la solution change. Ce changement est détecté par les
¢électrodes de mesures. Le choruremétre donne alors directement le résultat en milligramme d’ions chlorures par
litre d’échantillon.

La teneur en sel de la viande est ensuite calculée selon la formule :
avec :

TS : teneur en sel (%)

-4
TS = 1,648 x107 x RxV R : réponse du chloruremétre (mg d’ions chlorure/L)

m V : volume de la solution d’acide nitrique utilisé pour I’extraction (mL)

m : masse de 1’échantillon (g)

A partir des teneurs en sel nous pouvons calculer le gain en sel au cours de la DII ou de la fermentation :
avece :

GS : gain en sel (g/100g de viande)

TSt x My TS - 4
it 1 t DII ou fi tation (%
GS — _ TSI eneur €n sel avan ou rermentation ( 0)

Mi TSt : teneur en sel avant DII ou fermentation (%)

Mi : poids du filet avant DII ou fermentation (g)
MTf : poids du filet aprés DII ou fermentation (g)

4. Calcul du gain en sucre au cours des opérations de DII et de
fermentation par le bilan matiére

On peut calculer le gain en sucre grace au bilan de maticre.
PP = PE — GS — Gsucre + Pgoues propres (1a perte en solutés propres est négligeable)
Donc Gsucre = PE — GS — PP
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avec :

Tsucres : teneur en sucre finale (%)

Mi Tsucre; : teneur en sucre initiale (%)
Tsucrer = (Gsucre +Tsucrei)x —

. Gsucre : gain en sucre (%)

Mi : poids du filet avant DII ou fermentation (g)
MTf : poids du filet aprés DII ou fermentation (g)

5. Dosage de l’acide lactique

Pratiqué d’aprés le protocole des kits enzymatiques Enzytec™ L-Lactic Acid (ID-No. 1 002 890) et D-
Lactic Acid (ID-No. 1 002 889).

a) Préparation des échantillons (déprotéinisation)

La viande est déprotéinisée en ajoutant une solution de CsF.K4Ns, 3H,0 puis de sulfate de zinc. De la soude

est ensuite ajoutée pour ajuster le pH.

b) Dosage

Le dosage de I’acide lactique se fait par spectrophotométrie (2 340 nm) en dosant le NADH produit selon la

réaction :
D — lactate + NAD* —2=22_ pyruvate + NADH + H *

Pour le dosage de I’acide L-lactique, I’enzyme D-LDH est remplacée par la L-LDH.

La premicre réaction étant réversible, il est nécessaire d’éliminer le pyruvate par une seconde réaction :

pyruvate + D — glutamate —*"— D — alanine + 2oxoglutarate

Les réactions de dosage se font dans les cuves de spectrophotometre en plastique. Dans chaque cuve est ajouté :
du tampon glycylglycine (490mg d’acide L-glutamique dans 34mL d’eau, pH 10,0), de la solution de NAD
(250mg dans 7mL d’eau), une suspension de glutamate pyruvate transminase (GPT), I’échantillon et de 1’eau
distillée.

Une premiére mesure de ’absorbance est effectuée, puis une seconde aprés ajout de ’enzyme L ou D-lactate

déshydrogénase. La réaction est totale au bout d’une heure.

avec :
[acide L/D lactique] : concentration en acide D ou L lactique de 1’échantillon (g/L)
V : volume final dans la cuve (mL)

(\/ x MW x AA) 1000 MW : masse molaire de I’acide lactique (90,1 g/mol)

x AA= A, (aprés ajout de LDH) — A; (avant ajout de LDH)

[acideL / D lactique] =
(exdxv)

¢ : coefficient d’absorption du NAD 4 340 nm (6.3 L.mmol™.cm™)
d : trajet optique dans la cuve

v : volume de I’échantillon (mL)
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avec ©

. . . . 100xVv Tacide L/D lactique : teneur en acide lactique (%)
TacideL / D lactique = [acideL / D lactique]x ———
m

v : volume de 1’échantillon (mL)

m : masse de 1’échantillon (g)

6. Détermination du pH

11 est mesuré a I’aide d’un pH-métre (Hanna, pH 211) sur un échantillon de viande agité préalablement dans

de ’eau distillée.

7. Mesure de l'activité de I’eau (Aw)

La mesure de I’activité en eau, qui traduit la disponibilité¢ de I’eau, se fait au moyen d’un aw-métre (FA-
st/1, GBX). L’échantillon est placé dans 1’enceinte de I’appareil. Un miroir en or est chaufté puis refroidit jusqu’a
qu’une sonde détecte la présence de condensation a la surface du miroir. L’appareil reléve a ce moment la
température du miroir. Cette température est égale a la température de rosée et est en relation directe avec la
pression de vapeur saturante dans 1’enceinte. Un thermométre infra rouge mesure d’autre part la température de

surface de 1’échantillon en relation directe avec la pression de vapeur saturante de I’eau a cette méme température.

avec :

Pw : pression partielle de vapeur d’eau d’une solution ou d’un aliment (ici dans

AW = Pw Aw = f (T_mj I’enceinte de 1’aw-métre)

Pew P°w : pression partielle de vapeur saturante de 1’eau pure a la méme température

Tm : température du miroir

Ts : température de surface de 1’échantillon

8. Dosage des sucres

a) Extraction des sucres

Une double extraction est réalisée sous ébullition douce au reflux avec agitation continue pendant une
heure a ’aide d’une solution d’alcool éthylique a 80%. La solution est centrifugée et le surnageant obtenu est
évapor¢ sous vide a 50°C puis repris dans de I’eau ultra pure. La solution est filtrée sur filtre whatman puis sur

filtre membrane Minisart Sartorius puis stockée au congélateur a -18°C en attendant 1’analyse chromatographique.

b) Dosages des sucres

Le dosage des sucres (glucose, maltose, maltotriose, maltotétraose, maltopentaose, maltohexaose ,
maltoheptaose) a été effectué au laboratoire de la DGCCRF (Direction Générale de la Consommation, de la
Concurrence et de la Répression des Fraudes), par HPLC (Chromatographie Liquide Haute Performance)

d’échange d’anions (chromatographie ionique) (figure 5).
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Figure 5 : schéma d’un systéme de chromatographie ionique




Principe de la chromatographie en phase liquide :

La chromatographie en phase liquide est une méthode physico-chimique basée sur des différences
d’interactions entre les solutés, une phase mobile et une phase stationnaire. La phase mobile liquide (ou €luant),
parcours en permanence le systéme chromatographique. Le mélange a séparer et a analyser est mis en solution
dans un solvant injecté par I’intermédiaire d’une vanne puis transporté au travers du systéme. Au niveau de la
colonne, les composés en solution se repartissent suivant leurs affinités entre la phase mobile et la phase

stationnaire contenues dans la colonne.

Principe de la chromatographie ionique :

Le principe de la chromatographie ionique est basé sur ’ionisation partielle ou totale des espéces a séparer
sous un potentiel donné. Les molécules ionisées peuvent alors étre séparées par échange d’ions avec la phase
stationnaire et la phase mobile.

Les sucres sont des molécules électrochimiquement actives et se comportent comme des acides faibles a pH
fortement basique (pH > 12). Les sucres ionisés sont retenus par la phase stationnaire porteuse de groupement
ammonium puis séparés sélectivement par 1’éluant en fonction de leurs charges. La détection se fait par
ampérométrie pulsée, technique basée sur la mesure du courant d’oxydation des sucres a un potentiel déterminé,
la concentration des sucres étant proportionnelle au courant d’oxydation mesuré a la surface de 1’électrode de
travail. L’électrode est soumise & un cycle de trois potentiels répétés deux fois par seconde : le potentiel
d’oxydation des sucres, le potentiel de nettoyage de 1’électrode et le potentiel de conditionnement de I’¢électrode.
L’ampérométrie pulsée permet une mesure :

- Stable : le cycle des potentiels permet un nettoyage continu de 1’électrode

- Spécifique : seules les molécules possédant un groupement alcool secondaire répondent au potentiel
d’oxydation

- Sensible : le seuil de détection est de quelques dizaines de pic moles.

Le logiciel, couplé au chromatogramme, permet le pilotage de ’appareillage, I’acquisition des données
ainsi que le traitement des résultats. Les pics obtenus sont identifiés, intégrés et quantifiés a partir d’un étalon
externe.

Conditions expérimentales : (Annexe 4)

On obtient des chromatogrammes avec différents pics. A 1’aide des aires et de notre étalon on peut calculer

la concentration en sucre (mg/1) avee -

Tsucre : teneur en sucre (%)

[sucre] : concentration du sucre considéré de la solution injectée (mg/L)

[sucre]x dil xv
m

Tsucre =

dil : facteur de dilution avant injection

V : volume de la fiole jaugée utilisée pour I’extraction (50mL)

m : poids de I’échantillon pesé (g)

On peut comparer cette teneur en sucre déduit par le bilan matiére a la teneur en sucre obtenue par HPLC.
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9. Dosage des acides organiques

a) Extraction des acides organiques

Les anions organiques et minéraux sont extraits de la viande par une solution d’éthanol a 20% dont le pH
est inférieur a 3. L’extraction est effectuée sous ébullition douce au reflux avec agitation pendant une heure avec
de I’acide chlorhydrique 0,005N dans une solution éthanolique a 20%. La solution est ensuite centrifugée et filtrée
sous vide sur une membrane. Le filtrat est repris dans une fiole jaugée de 50 ml complétée avec de I’éthanol a
20%. Les cations sont éliminés en mélangeant 5 mL de filtrat avec 5 mL d’eau ultra pure (dilution au % de
’échantillon) avec lg de résine échangeuse de cations sous forme H' (amberlite IR120). La solution est de
nouveau filtrée sur filtre membrane Minisart Sartorius de 0,45um puis 0,22um et stockée au congélateur jusqu’a

I’analyse chromatographique.

b) Dosage des acides organiques

Comme pour les sucres, les acides organiques sont dosés par chromatographie ionique a la DGCCRF. Le
méme appareillage est utilisé mais la méthode est quelque peu différente car on utilise une autre colonne pour

séparer en gradient les anions minéraux, les acides organiques et les polyphosphates.

Principe de la chromatographie ionique pour les acides organiques :

Comme les ions de différentes valences ont des temps de rétention relativement éloignés en
chromatographie ionique, le gradient d’éluant (concentration variable au cours de 1’analyse) permet de diminuer
le temps d’analyse.

Un suppresseur automatique est utilisé pour abaisser la conductivité de 1’éluant avant la détection. Il permet
ainsi I’utilisation d’un gradient rapide pour séparer les anions inorganiques monovalents et trivalents, et les acides
organiques en une seule injection. L’¢luant est suppressé grace a une réaction d’¢électrolyse de 1’eau. Le potentiel
appliqué au suppresseur automatique est fixé par 1’éluant le plus concentré (pour cette application, 35mM de
soude).

La détection se fait par conductimetrie. Celle-ci est basée sur I’aptitude d’une solution ionique a transporter
le courant lorsqu’elle est placée entre deux électrodes de charges différentes. Plus la solution sera riche en ions,

plus elle conduira le courant a travers les électrodes « fermant » ainsi le circuit électrique.

Conditions expérimentales : (Annexe 4)

Avec le logiciel, les résultats sont obtenus en mg/l de la solution injectée. Ils sont exprimés en mg/100g

de matiere fraiche selon la formule :
avec ©

[aCide] x dil xV x 100)) Tac org : teneur en acide organique (%)

m [acide] : concentration de 1’acide organique considéré de la solution injectée

Tacorga = (

(mg/L)
dil : facteur de dilution (avant injection et dilution au % lors de I’extraction)
V : volume de la fiole jaugée utilisée pour I’extraction (= 0,051)| 7

m : poids de I’échantillon pesé (g)



Tableau 4: Milieux utilisés pour la sélection et le dénombrement des microorganismes

Tvoe de milieu Microorganismes Technique Température Temps
yp recherchés d’ensemencement | d’incubation d’incubation
PCA
Flore totale En masse 30°C
(Place Count Agar) (bacterie aerobies) (Aml) 72h
MRS Flore lactique En surface 35°C 48h
(Man Rogosa et Sharpe) (lactobacilles) (200l
CHAPMAN Coques Ea(s)‘ér{f};e 35°C 48h
Levures et En surface o
SABOURAUD MOISiSSUTes (100 pl) 35°C 48h




III. Analyses microbiologiques

1. Préparation de la solution mere et des dilutions successives

Les ensemencements sont réalisés en double pour chaque filet.

3 g de viande sont prélevés stérilement au centre des morceaux de viande, placés dans un sachet stérile avec
27mL d’eau peptonée et broyés au stomacher. Cette préparation constitue la solution meére (dilution au dixieme
de I’échantillon). Puis des dilutions successives sont réalisées en prélevant 1mL de cette solution et en
I’introduisant dans un tube a essai contenant 9mL d’eau physiologique stérile (a 9g NaCl/L d’eau distillée). Cette

opération est reconduite jusqu’a 1’obtention de la dilution souhaitée.

2. Techniques de dénombrement et d’identification

Les microorganismes sont dénombrés par comptage des colonies sur des boites de Pétri contenant des
milieux sélectifs. Les milieux ainsi que les techniques d’ensemencement, les températures et durées d’incubations
utilisés sont indiqués dans le tableau 4.

Pour les ensemencements en surface, 100 puL de solution diluée est étalée a 1’aide d’un rateau en plastique stérile.
Pour les ensemencements en masse, 1 mL de solution diluée est déposé au centre d’une boite de Pétri et recouvert

avec 20 mL de milieu stérile en surfusion a environ 50°C.

3. Techniques d’identification

Pour vérifier I’identification ou caractériser les bactéries on peut utiliser différentes observations ou tests :

a) Colorations de Gram

C’est une coloration qui permet de mettre en évidence les propriétés de la paroi bactérienne et d’utiliser ces
propriétés pour les distinguer et les classifier.
Les deux premiéres étapes colorent en violet le contenu de la bactérie. L’étape 3 (passage de 1’alcool) décolore
par dissolution les bactéries dont la paroi est riche en lipides. Les bactéries dont la paroi est pauvre en lipides
conservent leur teinte violette foncée. La derniére étape permet une contre coloration ayant pour but de redonner
aux bactéries précédemment décolorées une teinte rose permettant de les visualiser au microscope.

A TI’issu de cette coloration, les bactéries dont la paroi s’est opposée au passage de ’alcool (du fait de leur
épaisseur) apparaitront en violet foncé et seront dites a Gram positives (G+). D’autres apparaitrons en rose pale et
seront dites a gram négatives (G"). Leurs parois, plus fines et riches en lipides (phospholipides) laissent 1’éthanol

(molécule lipophile) pénétrer dans les cellules.

b) Test catalase

La présence ou I’absence de I’activit¢ de la catalase est une caractéristique taxonomique des
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Tableau 5 : Matrice des valeurs codées

essais [ sel] Temps
1 1 0
2 -1 0
3 0,5 0,866
4 -0,5 -0,866
5 0,5 -0,866
6 -0,5 0,866
7 0 0
8 0 0
9 0 0

Tableau 6 : Matrice des valeurs réelles

essais [ sel] (g/l) | Temps (h)
1 10 17,75
2 5 17,75
3 8,75 28,18
4 6,25 7,08
5 8,75 7,08
6 6,25 28,18
7 7,5 17,75
8 7,5 17,75
9 7,5 17,75

Figure 6 : Domaine expérimentale d’un plan a 2 facteurs
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microorganismes. Le réactif test utilisé met en évidence 1’enzyme catalase. Cette enzyme est présente dans toutes

les cellules a métabolisme aérobie. Ce test est a la base de 1’identification des bactéries Gram +.

c) Tests oxydase

OXYDASE TEST DISC permet de mettre en évidence la phényléne diamine oxydase, I’enzyme est capable

d’oxyder le N dimétyl paraphényléne diamine.

d) Tests d'identification de Staphylococcus Aureus

PASTOREX STAPH PLUS est un test rapide d’agglutination sur lame pour la détection simultanée du
facteur d’affinité pour le fibrinogéne, de la protéine A et des polysaccharides capsulaires de Staphylococcus
aureus.

Staphylococcus aureus est un germe pathogéne. Le test de détection de la production de coagulase libre

permet I’identification de ce microorganisme.

IV. Construction du plan d'expériences en réseau de

Doehlert

1. Principe

La méthodologie des plans d’expériences a pour but de modéliser et d’optimiser un procédé, tout en
minimisant le nombre d’essais (Goupy, 1988).

Pour modéliser I’effet de la concentration en sel et du temps d’immersion sur le gain en sel et la perte en
eau, un plan d’expériences de type réseau de Doehlert a été utilisé, certaines des réponses n’étant pas linéaires.

Dans notre cas, chacune des réponses (perte en eau et gain en sel) est reliée aux facteurs (concentration en

sel et temps d’immersion) par un polynéme du second degré.

avec :
yi : une réponse i

yi= Z aiXi+ Z aiiXi2 + z 4 inin X;: le facteur i
i ! i

a; ’effets linéaire du facteurs X;

a;; I’effet quadratique du facteur X;

a;i effet des interaction entre les facteurs X; et Xj

Le mod¢le obtenu tient compte des effets des facteurs et des interactions entre ces facteurs (Goupy, 1988).
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2. Domaine expérimental :

Le domaine expérimental déterminé par des essais préliminaires décrits dans la partie résultats est le
suivant :
- Concentration en sel, notée [sel] varie de 50 a 100g/1

- Temps d’immersion, noté temps varie de 7h10 a 17h45

3. Plan en réseau de Doehlert

Le plan est composé de 9 points expérimentaux et les conditions sont présentées dans les matrices
d’expériences (tableau 5 et 6). Ces conditions sont calculées a partir de la matrice des valeurs codées.

Dans cette répartition, tous les points sont équidistants du centre du domaine expérimental. Ils ont disposés
réguliérement sur le cercle et forme un hexagone régulier (figure 6).

Les propriétés intéressantes de ce plan sont 1’extension du nombre de variables étudiées, le nombre
d’expériences peu élevé. Dans le case d’un plan de K facteurs, on a N points expérimentaux, N = K>+ K +3 (trois
répétitions du point central).

Les coefficients de régression sont identifiés et calculés a I’aide du logiciel STATISTICA. L’analyse

statistique met en jeu un régression multilinéaire et les techniques d’analyse de variance.
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Résultats

Dans une premicre partie, les résultats du plan d’expérience permettant de modéliser I'effet de la
concentration en sel et du temps d’immersion sur la perte en eau et le gain en sel sont présentés.

Le deuxiéme paragraphe concerne les évolutions des caractéristiques microbiologiques et physicochimiques
de la viande au cours des opérations de DII. Deux types de DII ont été réalisées provoquant respectivement 20%
et 30% de déshydratation.

Enfin, dans une troisiéme partie les résultats de la mise en fermentation de ces viandes sont étudiés.

I. Influence des conditions de traitement sur la déshydratation

et le gain en sel au cours de l'opération de DII

L’objectif de ce projet est de transformer de la viande maigre par une combinaison d’opérations de DII,
fermentation et séchage afin d’obtenir un produit de type biltong. Aussi, nous avons dans un premier temps
calculé la perte en eau et le gain en sel globaux (au cours de cette succession d’opérations) nécessaires pour

obtenir de la viande présentant les mémes teneurs en eau et en sel qu'un produit de type biltong.

Dans un deuxiéme temps, un plan d’expériences a été réalisé afin de modéliser les effets des facteurs
(concentration en sel et temps d’immersion) sur la déshydratation et le gain en sel au cours de la DII. Le domaine
expérimental exploré a été choisi en fonction de la perte en eau et du gain en sel désiré.

L’objectif final de cette premiére partie de 1’étude est de déterminer les conditions de traitement de DII a

utiliser pour augmenter la perte en eau tout en obtenant le gain en sel désiré par optimisation du plan.

1. Essais préliminaires

a) Détermination de la perte en eau et du gain en sel global pour arriver a un

produit fini de type biltong

On recherche un produit présentant les caractéristiques du biltong qui sont les suivantes (Petit et al., soumis

a publication)

{ TE =35%
TS =5%

Ne connaissant pas la teneur en sucre du biltong, nous nous sommes fixés une teneur en sucre de 4% qui est

la teneur en sucre de la viande de grisons (Deumier, 1993)
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Les filets de beeufs ont les caractéristiques suivantes a 1’état initial :
TE =75%
TS =0%

Tsucre = 0%

. TEr xM
Equation 1 : Perte en eau PE=TE-—
i
, TSt x M
Equation 2 : Gain en sel GS = # -TSi
i
) Tsucre, x M
Equation 3 : Gain en sucre Gsucre = — v —Tsucre,
Equation 4 : Bilan massique PP = PE — GS — Gsucre + Psgguws propres (0n considére que la perte en
solutés propres est nulle)
Mi— M
avec pp=" "M 100
Mi
= i
100 -100— - PE + GS + Gsucre =0

m.

Nous avons donc un systéme de 4 équations a 4 inconnues (PE, Gsucre, GS, et mf/mi). Sa résolution par la
méthode du pivot de Gauss donne le résultat suivant :

PE =59,4%

Gsel=2,2%

G sucre = 1,78%

mf/mi = 0,446

La perte en eau globale au cours du procédé doit étre de 60%. L’objectif est de pré-sécher au maximum la
viande par DII pour la stabiliser et minimiser les risques sanitaires au cours de I’étape de fermentation tout en
permettant la fermentation. Une étape supplémentaire de séchage permettra d’obtenir la perte en eau globale
souhaitée de 60%.

Le gain en sel au cours de la DII doit étre de 2,2%. En effet, aucun traitement postérieur ne peut permettre
de diminuer la teneur en sel du produit qui se veut un produit de grignotage prét a consommer.

Le gain en sucre global doit étre de 1,78%. Cependant, une consommation des sucres au cours de la

fermentation peut laisser envisager d’obtenir un gain en sucre supérieur au cours de la DII.
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Figure 7 : Cinétigue d’imprégnation en sel et de déshydratation lors d’un traitement par immersion dans
une solution composée de NaCl [500/1] et de sirop de glucose [950q/1]
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Figure 8 : Cinétigue d’imprégnation en sel et de déshydratation lors d’un traitement par immersion dans
une solution composée de NaCl [100g/I] et de sirop de glucose [950q/1]
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Figure 9 : Cinétigue d’imprégnation en sel et de déshydratation lors d’un traitement par immersion dans
une solution composée de NaCl [175q/1] et de sirop de glucose [950qg/I]1(d’aprés Santchurn et al. 2007)




b) Cinétiques de déshydratation et d'imprégnation en sel et détermination du

domaine expérimental

Pour déterminer le domaine expérimental du plan d’expériences, trois études cinétiques ont été réalisées sur
24 ou 30h avec une concentration en sucre fixée a 950g/1, et trois concentrations en sel différentes : 50g/1, 100g/1
et 175g/1. Ces cinétiques sont représentées sur les figures 7, 8 et 9. Un trait en pointillé a été rajouté pour mieux
visualiser la valeur du gain en sel de 2,2%.

La cinétique réalisée avec une concentration en sel de 175g/1 montre que pour une perte en eau comprise
entre 20 et 30%, le gain en sel est de I’ordre de 4%. Aussi, cette concentration en sel de la solution de DII est trop
élevée.

La cinétique réalisée avec 100g de sel/l montre que pour une perte en eau de 20 a 38%, le gain en sel varie
de 2 a 3 %. Ces déshydratations et imprégnation en sel sont obtenues pour des immersions d’une durée de 5 a 24h.

Pour la derniere cinétique (50g de sel/L), le gain en sel reste inférieur a 2% pour une perte en eau comprise

entre 20 et 38% lors d’immersions de durées comprises entre 10 et 30h.

Ces résultats nous permettent donc de définir le domaine expérimental pour le plan d’expériences suivant :
50 < Csel <100 g/L
5,5 <temps <30 h
En effet, une concentration en sel supérieure a 100 g/L ne permet pas de limiter le gain en sel & 2,2%. Une
concentration inférieure a 50g/L n’a pas été envisagée pour ne pas rallonger les temps de traitement. Concernant
la durée d’immersion inférieure, une valeur inférieure a 5Sh30 ne permet pas d’obtenir une perte en eau d’au moins
20% pour les deux cinétiques a 50 et100 g de sel/L et on choisit comme borne supérieure 30h car au dela la perte

en eau n’évolue plus.

2. Résultats du plan d’expériences

a) Allure générale des résultats

L’évolution non linéaire de la perte en eau et du gain en sel dans le domaine expérimental défini (figures 8
et 9) nous a amené a réaliser un plan en réseau de Doelhert.

Les tableaux 7 et 8 présentent les résultats expérimentaux du plan d’expériences.

Les effets de la concentration en sel et du temps d’immersion sur la perte en eau et le gain en sel sont
résumés dans le tableau 2. L’adéquation entre le modele et les points expérimentaux est évaluée par le coefficient
de régression multiple, R>. Une analyse de variance et un test de Fisher est effectué sur chaque coefficient afin de
connaitre son seuil de signification.

Les coefficients de régression des deux réponses « perte en eau » et « gain en sel » sont supérieurs a 0,97 ce

qui indique que chacune des deux réponses est trés bien représentée par un polynome de degré 2.
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Tableau 7 : Résultats bruts du plan d’expériences

Concentration en sel Temps GS PE
essais Valeurs codées Valeurs réelles (g/l) | Valeurs codées | Valeurs réelles (heures) | g/100g g/100g
1 1 100 0 17,75 3,08 29,68
2 -1 50 0 17,75 1,57 29,35
3 0,5 87,5 0,866 28,18 2,8 35,23
4 -0,5 62,5 -0,866 7,08 1,77 20,19
5 0,5 87,5 -0,866 7,08 2,23 20,91
6 -0,5 62,5 0,866 28,18 2,03 33,07
7 0 75 0 17,75 2,17 31,33
8 0 75 0 17,75 2,17 28,51
9 0 75 0 17,75 2,17 28,66

Tableau 8 : Effets des variables (concentration en sel et temps d’immersion) sur la perte en

eau et le gain en sel au cours de la DIl

coefficients Perte en Eau Gain en Sel
(PE) % (GS) %
constante
ao 29,5 2,17
linéaire
a 0,59 0,71%+*
a 7,85 ** 0,24**
quadratique
an 0,01 0,15
Az -2,87 1,33.10°°
interaction
aio 0,83 0,18
R’ 0,97 0,99

Les indices 1 et 2 des coefficients correspondent respectivement a la concentration en sel dans
la solution de DIl et & la durée d’immersion.
*** pn<0,001, **p<0,01, *p<0,05, les autres sont non significatifs.
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b) Effets sur la perte en eau

Dans le domaine expérimental étudié, seule la durée du traitement a un impact sur la perte en eau avec un
effet linéaire positif signifiant que la perte en eau augmente avec la durée d’immersion. La concentration en sel,
quant a elle, n’influence pas de fagon significative la perte en eau.

Ces effets sont représentés sur la figure 10.
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Figure 10 : Effets de la concentration en sel de la solution de DIl et du temps d’immersion

sur la perte en eau

c) Effets sur le gain sel

On observe des effets linéaires positifs de la concentration en sel et du temps de traitement sur le gain en sel
au cours de la DII. Ceci indique que le gain en sel augmente avec la concentration en sel et le temps de traitement.
L’effet de la concentration en sel est 3 fois plus important que I’effet de la durée d’immersion dans le domaine
expérimental étudié.

La figure 11 représente ’influence de la concentration en sel et du temps de traitement sur le gain en sel.
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Figure 11: Effets de la concentration en sel de la solution de DIl et du temps d’immersion

sur le gain en sel

Ces résultats sont valables dans le domaine expérimental étudié.

3. Optimisation du plan

Une optimisation du plan sur la perte en eau et le gain en sel a été réalisée a I’aide du logiciel
STATISTICA. Nous avons ainsi pu trouver les conditions de traitement a appliquer pour obtenir, au cours de la
DII, une perte en eau de 30% et un gain en sel de 2,2% pour un premier point et une perte en eau de 38% et un

gain en sel de 2,2% pour le second point.

Pour obtenir une perte en eau de 30% et un gain en sel de 2,2% il faut appliquer les conditions de DII suivantes :

Durée d’immersion : 17h45h et concentration en sel : 75g/L.

Pour obtenir une perte en eau de 38% et un gain en sel de 2,2% les conditions de DII a appliquer sont :

Durée d’immersion : 30h et concentration en sel : 87,5 g/L.
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Tableau 9 : bilan physico-chimique de la viande et de I’opération de DII pour les conditions de DII

Viande aprés DIl
Viande Condition 1 Condition 2 (PE
fraiche (PE 20%) 30%)
Teneur en eau (%bh) 74405 639+472 585+2
Teneur en sel (%bh) 0,082 +0,03 2,7+0,6 3,2+0,3
Aw 0,99 £0,01 0,97 £0,02 0,97 £0,02
pH 5,68 + 0,07 57+05 56+0,1
Teneur en acide L- lactique (%Dbs) 1,9+0,6 1,9+0,7 2,1+£0,2
Teneur en acide D- Lactique (%bs) 0,05+0,12 0,03 +£0,01 0,07 £ 0,02
Gain en Sel (%) 2,3+0,2 24+0,6
Perte en poids (%) 13+2 24+ 6
Perte en eau (%) 19+4 30,6 £0,8

Tableau 10 : Teneurs en sucres de la viande aprés DIl (condition 1, PE 20%)

Teneur en sucre dans la viande
0/100g de viande % des sucres totaux

glucose 0,39 16
maltose 0,43 17
maltotriose 0,48 18
maltotetraose 0,43 15
maltopentaose 0,26 11
maltohexaose 0,34 12
maltoheptaose 0,24 10




II. Influence de la DIT sur les caractéristiques physico-

chimiques et la qualité microbiologique de la viande

Nous avons effectué des traitements par immersion de deux types, un nous permettant d’obtenir une perte
en eau de 20% et un autre de 30%, le gain en sel pour les deux étant de 2,2%. Nous n’avons pas eu le temps
d’effectuer une DII permettant d’obtenir une perte en eau de 38% et un gain en sel de 2,2%. Les conditions de
traitement pour ces essais sont les suivantes :

Condition 1 : Solution concentrée eau — sel - sirop de glucose a 100g de sel et 950g de sirop de glucose par
kg d’eau. Durée d’immersion de Sh. Cet essai a été répété deux fois.

Condition 2 : Solution concentrée eau — sel - sirop de glucose a 75g de sel et 950g de sirop de glucose par

kg d’eau. Durée d’immersion de 17h45.

L’objectif de ce paragraphe est de présenter I’effet de ce traitement sur les caractéristiques physico-

chimiques de la viande dans un premier temps et sur la qualité microbiologique dans un deuxiéme temps.

1. Effet du traitement de DII sur les caractéristiques physico-

chimiques de la viande

Des analyses de la viande avant et aprés la DII ont été effectuées. Les résultats obtenus, reproductibles d’un

essai a 1’autre, sont synthétisés dans le tableau 9.

Les résultats obtenus sont en accord avec le plan d’expérience. On obtient bien pour la condition 2 de DII

une perte en eau de 30% et un gain en sel de 2,4%.

Le traitement par DII entraine une diminution de la teneur en eau de la viande et de I’activité de I’eau.

Celle-ci reste élevée (0,97 quel que soit le niveau de déshydratation).

L’acide L-lactique est naturellement présent dans la viande fraiche a la concentration de 2g/100g de viande.
On peut noter que suite a la DII, la teneur en acide L-lactique augmente 1égérement notamment lorsque la
déshydratation est plus importante du fait de la concentration des acides. L’acide D-lactique, exclusivement

d’origine bactérien, est absent.
Pour la DII entrainant une perte en eau de 20% le gain en sucre (calculé¢ d’apres le bilan matiére) est de

2,2%. La teneur en sucres de la viande de G, a G; est de 2,5% bh, la teneur en glucose de 0,4% bh. Le glucose

représente donc 15% des sucres de G; a G; (tableau 10).
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Tableau 11 : Bilan microbiologique de la viande traitée par DIl pour les deux conditions de DIl

Viande aprés DII
Condition 1 Condition 2
Viande fraiche (PE 20%) (PE 30%)

Flore totale (PCA) 2,9.10* + 7,1.10* 1,4.10° + 5,6.10* 9,8.10% + 1,2.10°
Flore lactique

(MRS) 5,6.10° + 3,2.10° 2,7.10° £ 2,2.10° 8,7.10" + 3,3.10"
Coques (Chapman) 2,4.10° +1,7.10° 4,2.10°+ 3,7.10° 9,6.10" + 8,6.10"
Levures

(Sabouraud) 1,4.10° + 8,8.10" 0+0 1,0.10° +9,3.10"

Unités : ufc/g MH (unité formatrices de colonies par gramme de matiére humide)
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2. Effet du traitement de DII sur la qualité microbiologique de la
viande

Les résultats obtenus, reproductibles d’un essai a I’autre, sont synthétisés dans le tableau 11.

a) Flore de la viande fraiche

La viande de beeuf initiale présente une charge d’environ 3.10* ufc/g. Dans le cas de la flore aérobie
mésophile totale, la norme est de 3.10° ufc/g (Durand, 1999). La matiére premiére est donc dans les normes.

Cette flore est constituée de coques (10° ufc/g), de bactéries lactiques (107 ufc/g), et de levures (10* ufc/g).

b) Evolution de la flore aérobie totale au cours de I'opération DIT

Dans les 2 cas, on observe une augmentation d’un facteur 10 de la flore aérobie totale au cours de 1’opération de
DIIL.
c) Evolution de la flore lactique au cours de I'opération de DII
La flore lactique augmente de 2 a 3 unités log (suivant les essais) au cours du traitement de DII.
Dans le cas d’une DII provoquant une perte en eau de 20%, la flore lactique correspond a la quasi totalité de la

flore totale. Alors que pour le cas d’une DII provoquant une déshydratation de 30% autant de coques que de

bacilles sont retrouvés.

d) Evolution des coques au cours de |'opération de DII

Cette flore diminue pour la 1° DII (PE 20%) et augmente d’un facteur 10 dans 1’autre cas.
Dans tous les cas, ’absence de la bactérie pathogéne : Staphylococcus Aureus avant et aprés DIT a été

confirmée.

e) Evolution des levures et moisissures au cours de |'opération de DII

En se basant sur la 2°™ DII (PE 30%), la quantité de levures n’évolue pas au cours de la DII. L’absence de

levures observée aprés le 1% traitement de DII semble étre due a une erreur de manipulation.

mm)p AU cours du traitement par immersion, il semble donc qu’il y ait augmentation de la flore totale

d’un facteur 10 avec une croissance plus importante des bactéries lactiques que des coques.
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Figure 12 : Evolution de la flore microbienne au cours de la fermentation aprés une déshydratation de
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Figure 13 : Evolution de la flore microbienne au cours de la fermentation aprés une déshydratation

de 20% (Cinétique n°2)




IIT. Etude des effets de la déshydratation par DII sur la

fermentation

1. Etude de la fermentation aprés une DII provoquant une perte en

eau de 20%

Cette ¢tude a été menée afin de confirmer des résultats antérieurs (Pegoraro, 2006) quant a 1’aptitude d’une
viande a fermenter alors qu’elle a subi préalablement un traitement par DII provoquant une perte en eau de 20%,
et en ajoutant un inhibiteur de levures dans la solution d’ensemencement. Des analyses complémentaires (dosage
des sucres et des acides organiques) ont été réalisées afin de mieux expliquer les mécanismes observés.

Deux cinétiques de fermentation ont été réalisées.

a) Evolution des microorganismes au cours de la fermentation

Les résultats des dénombrements des flores totale, lactique, des coques et des levures sont représentés sur
les figures 12, 13.
Les deux cinétiques sont relativement similaires.
Les courbes montrent que 1’on a bien une croissance des flores totale, lactique et des coques suivant un
profil classique de croissance microbienne caractérisé par deux phases :
- Une phase de croissance pendant les premicres 24h d’étuvage avec augmentation de la flore

- Une phase stationnaire : de 24 h a 72h pendant laquelle la croissance est ralentie
o Evolution de la flore totale
La flore totale augmente d’une unité log.
e Evolution de la flore lactique
Lors de cet étuvage il y a sélection des bactéries lactiques qui se sont développées en masse de plus de 2
unités log. On remarque qu’en fin de fermentation les ferments représentent plus de la moiti¢ de la flore totale.
o Evolution des levures
Le nombre de levures reste nul ou bas par rapport a des essais ultérieurs réalisés sans Delvocid (Pegoraro, 2006).
Les levures sont donc bien inhibées par le Delvocid qui s’avere donc étre un fongicide efficace.
e Evolution des coques
Les coques ont gagné respectivement 4 et 3 unités log lors de la 17 et 2°™ cinétique de fermentation. Il
s’agit donc de la flore qui montre la croissance la plus importante.
Les identifications de Staphyloccocus Auréus réalisées a chaque temps de fermentation se sont révélées
négatives.

On peut également noter la surprenante augmentation de coques entre la fin de la DII et le temps juste apres
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Figure 15 : Evolution de la teneur en acide D- lactique au cours de la fermentation aprés une
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Figure 16 : Evolution du pH de la viande au cours de la fermentation aprés une déshydratation de 20%




ensemencement (t Oh) pour la cinétique 2. En effet, le nombre de coques passe de 4.107 (tableau 11) a 2.10° ufc/g

de viande (figure 13). Ce phénoméne n’est pas observé sur la 1°°

cinétique (tableau 11 et figure 12).

Cette augmentation pourrait étre due a un mauvais dénombrement a t Oh des coques. Le nombre de
lactobacilles a t Oh qui est bien inférieur a la flore totale et aux résultats de la cinétique 1 nous conforte dans I’idée
qu’il y ait eu un probléme de manipulation pour ce temps.

Cependant, cette forte augmentation du nombre de coques juste aprés ensemencement a été observée dans
des essais antérieurs. Aussi, peut-on imaginer qu’elle pourrait étre due & un apport de coques par la solution
d’ensemencement. Cette derniére a donc été analysée et les résultats du dénombrement sont présentés dans le
tableau A en annexes 5. Dans le tableau B sont résumés les résultats des tests d’identification.

On retrouve bien sur MRS des bacilles gram+ ce qui laisse envisager que ce sont bien des Lactobacillus
Sakei méme si leur identification n’a pas été réalisée.

Le nombre de coques s’éléve dans la solution d’ensemencement a 100ufc/mL. Aussi, la solution
d’ensemencement ne serait pas a l’origine de 1’augmentation des coques au moment de 1’ensemencement

observée. D’aprés les tests d’identifications, ces coques sont catalases’ et oxydases. Ce sont donc des

Staphyloccoques.

b) Evolution des caractéristiques physico-chimiques au cours de la fermentation

La croissance bactérienne et les conditions d’étuvage induisent des changements physico-chimiques de la
viande au cours de la fermentation.
e Evolution de la perte en poids et de la perte en eau
Les 2 essais sont reproductibles. La perte en poids des morceaux de viande est quasi linéaire et atteint 19%
a 72h. Cette perte en poids est due au séchage au cours de 1’étuvage (18 % de perte en eau a 72h) malgré les 95%
d’humidité relative régnant dans 1’enceinte.

L’activité de 1’eau diminue faiblement au cours de la fermentation (0,96 a t 72h).
e Evolution de la teneur en acide lactique

Les figures 14 et 15 montrent I’évolution au cours des deux essais de fermentation de la teneur en acide
lactique D et L.

La teneur en acide L lactique reste constante au cours de la fermentation.

L’acide D lactique, absent de la viande fraiche, voit sa teneur augmenter pendant la fermentation. Il y a
production de cet acide par les bactéries lactiques qui se développent. La teneur atteint 1,5 a 2g/100g de maticre
séche a 72h.

Son évolution est cependant quelque peu différente pour les deux cinétiques de fermentation. A noter
cependant que le point a 48h n’a pas été réalisé pour 1’essai 1. Pour le premier essai, la production d’acide D
lactique est faible jusqu’a 24h puis sa teneur augmente beaucoup entre 24 et 72h. Par contre, pour le 2°™ essai, la

production est plus importante jusqu’a 48h puis s’arréte. On observe méme une diminution entre 48 et 72h.
e Evolution du pH

Au cours de ’essai 1, le pH diminue tout au long de la fermentation pour passer de 5,8 a 5,4 (figure 16).
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Figure 18 : Evolution de la teneur en sucres au cours de la fermentation (cinétigue 1)
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Figure 19 : Evolution de la teneur en sucres au cours de la fermentation (cinétigue 2)




Pour I’essai 2, le pH passe de 5,6 a 5,2 en 48 h et réaugmente a 5,3 entre 48 et 72h ce qui peut s’expliquer par la
diminution de I’acide D-lactique (figure 15) pendant le méme temps. Cette évolution du pH entre 48 et 72h ne

peut étre confirmée par I’essai 1 du fait de I’absence du point a 48h.
o Evolution des teneurs en sucres

Les résultats des deux essais sont décrits sur les figures 17, 18 et 19. On peut globalement dire que les
teneurs en sucres de la viande ne varient pas beaucoup et leur évolution entre 0 et 24h (augmentation puis
diminution ou I’inverse selon la cinétique considérée) est difficile a expliquer.

Seul le glucose semble diminuer globalement entre 0 et 72 h pour la 2°™ cinétique de fermentation. Sa

teneur initiale est de 6,3g/100g de matiere séche. Il est méme totalement consommé a 72h.
e Evolution de la teneur en acides organiques

Les acides organiques n’ayant jamais été dosé sur ce type de matrice, la premiére étape de ce travail a été
d’identifier les acides organiques extraits. Les chromatogrammes (dont un exemple est donné en annexe 6)
montrent 5 pics aux temps de rétention (présenté dans le tableau D annexe 7) :

Le tableau C annexe 7 donne les temps de rétention d’un certain nombre d’étalons : 1’acide lactique,
pyruvique, acétique, oxalique et citrique. On peut donc en conclure que le 1% pic est I’acide lactique. Mais on ne
retrouve ni 1’acide acétique, ni 1’acide pyruvique, acides auxquels nous pensions au départ. Les autres acides ne

sont pas non plus I’acide oxalique et I’acide citrique.

D’autre part, des injections d’acide D lactique et d’acide L lactique montrent que ces deux isomeres ne
peuvent étre séparés par HPLC ionique.

Les teneurs en acide lactique totales calculées a partir du dosage HPLC et du dosage enzymatique sont
présentées dans le tableau E annexe 7. Les résultats montrent que ces teneurs ne sont pas comparables.

Nous avons voulu voir si les acides n°2 a 6 évoluaient au cours de la fermentation avant de s’engager dans

I’achat de nouveaux étalons.

Pour les acides 2 a 6, I’évolution des aires des pics (la teneur ne pouvant étre calculée sans étalon) est

représentée figures D, E, F, G, dans I’annexe 8

mm) Les bactéries lactiques se développent, il y a production d’acide D lactique (jusqu’a 1,5 a 2%bs),
baisse du pH (jusqu’ a 5,2) et consommation du glucose qui passe de (1,3 a 0,03%bs a 72h). On peut donc
conclure qu’il y a une fermentation lactique apres une DIl de 20%.

2. Effet d'une déshydratation plus importante par DII (PE = 30%) sur
la fermentation

Cette cinétique a ét¢é menée afin d’étudier I’aptitude d’une viande a fermenter alors qu’elle a subi

préalablement un traitement par DII provoquant une déshydratation de 30%.
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a) Evolution des microorganismes au cours de la fermentation

L’évolution des flores microbiennes au cours de la fermentation aprés une DII provoquant une perte en eau
de 30% est représentée figure 20.

Comme dans le cas de la fermentation d’une viande moins déshydratée on retrouve une croissance de la
flore totale, de la flore lactique et des coques. Cependant, en fin de fermentation, la flore lactique et la flore totale
sont plus élevées puisqu’elles atteignent 10'* contre 10° aprés la DII provoquant 20% de perte en eau. A t0, on
retrouve pourtant le méme nombre de microorganismes.

Ce résultat est cependant a prendre avec précaution car les colorations de gram ont montré qu’on retrouvait

un grand nombre de coques au milieu des bacilles sur le milieu MRS.

Concernant les coques, ils sont de 10° aprés ensemencement et augmentent de 7 unités log, ils sont donc
également plus nombreux que dans les essais sur la viande moins déshydratée. Aucun Staphylococcus Aureus n’a

été identifié.

Le nombre de levures (déterminé uniquement a 0 et 72h de fermentation pour contrdle) est de I’ordre de

celui retrouvé pour les essais antérieurs soit 10” a 10° et n’augmente pas au cours de la fermentation.

b) Evolution des caractéristiques physico-chimiques au cours de la fermentation

¢ Evolution de l'acide lactique

L’acide L lactique est totalement consommé en 24 h de fermentation (figure 21). Il n’y a aucune production

d’acide D-lactique.
e Evolution du pH
Le pH diminue peu jusqu’a 24h (il passe de 5,51 a 5,34) puis se stabilise (figure 22).

=) Malgré la croissance des flores, 1’absence de production d’acide lactique et de diminution du pH laisse

penser qu’il n’y a pas eu fermentation
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Discussion

I. Influence des conditions de DII sur la déshydratation et

I'imprégnation en sel

La fabrication d’un produit de type biltong par la combinaison d’opérations de DII, fermentation et séchage
éventuel nécessite, d’apres les caractéristiques initiales et finales des produits, une perte en eau globale de 60%,
un gain en sel et un gain en sucre globaux de 25,2 et 1,8% respectivement.

Grace au plan d’expériences nous avons pu déterminer précisément les conditions de traitement
(concentration en sel et temps d’immersion) a appliquer en DII pour obtenir une perte en eau de 30% ou de 38%
et un gain en sel de 2,2%. Concernant ce deuxiéme point de fonctionnement, la perte en eau recherchée était de
40%. Cependant, nous avons vu que 38% de déshydratation était la limite qu’il était possible d’observer avec une
solution composée de sirop de glucose a 950g/L et de sel quelle que soit sa concentration.

La possibilité d’utiliser, en remplacement du sirop de glucose, la mélasse est une perspective intéressante.
En effet, des essais antérieurs, présentés en bibliographie ont montré son efficacité en terme de déshydratation
puisque une perte en eau plus importante (allant jusqu’a 50%) avait été obtenue. Cependant, I’utilisation de ce
soluté entraine une imprégnation en sucre plus importante.

Quoiqu’il en soit, une étape complémentaire de séchage s’avére nécessaire pour obtenir un produit aussi

déshydraté que le biltong.

II. Quelle est I'évolution de la qualité microbiologique de la

viande pendant le traitement de DII ?

Au cours de la DII nous avons obtenu une augmentation de la flore bactérienne d’un facteur 10 et ce a
plusieurs reprises. Ce résultat est en opposition avec des essais antérieurs (Pegararo, 2006 et Deumier, 1993) qui
quant a eux avaient observé une diminution d’un facteur 10 de cette flore.

En effet la forte concentration en solutés de la solution d’immersion constitue un milieu défavorable pour la
croissance des microorganismes (diminution de I’activité de I’eau, augmentation de la pression osmotique).
D’autre part, les viandes au départ possédaient des niveaux de contaminations semblables.

Les analyses de la viande aprés DII ayant, pour notre part, toutes été réalisées apres avoir passé 16-20 h au frigo,

la croissance de flores a peut étre eu lieu dans cette période.
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On remarque tout de méme qu’au cours de la DII, on a croissance des bactéries lactiques qui représentent au
moins la moitié de la flore totale ce qui laisse envisager une sélection de la flore lactique pendant le traitement de
DII. Pour vérifier cette hypothése, il faudrait identifier le nombre et le type de microorganismes de la viande avant
et apres DI

Par ailleurs, les tests d’identifications réalisés ont montré que les coques présents n’étaient pas des

Staphylococcus Aureus ce qui est rassurant quant a la qualité sanitaire de la viande.

IIT. La fermentation est-elle possible aprés une

déshydratation de 20% ?

Il semble qu’il y a bien fermentation lactique apres une déshydratation de 20%.

En effet la fermentation se caractérise, pour un saucisson sec, par une baisse du pH jusqu’a 5 et une
production d’acide D lactique de 0,5g/100g de matiére fraiche (Durand, 1999)

Nous obtenons des valeurs du méme ordre de grandeur. Le pH minimum observé est de 5,2 et il y a
production d’acide D lactique de plus de 0,5g/100g de viande. On note également la croissance de la flore
lactique.

Pour les deux cinétiques réalisées, le pH diminue jusqu’a 48h. Entre 48 et72h de fermentation, il continue
de diminuer dans un cas et réaugmente trés Iégérement pour le 2éme cas. Ce qui confirme les résultats antérieurs
de fermentation réalisés avec le Delvocid (Durand, 1999). Avant ajout de Delvocid, le pH revenait
systématiquement a sa valeur initiale entre 48 et 72h. Le delvocid a donc été introduit dans le protocole standart.

L’évolution du pH concorde avec 1’évolution de la teneur en acide lactique. En effet, cette dernicre

augmente jusqu’a 72h ou au moins jusqu’a 48 et stagne ou diminue trés 1égérement entre 48 et 72h.

La non concordance entre 1’évolution de I’acide lactique et le pH des essais antérieurs nous avaient amené a
vouloir doser les autres acides organiques éventuellement présents.

Les résultats obtenus pour le dosage des acides organiques, ne sont pas précis et nous n’avons pas pu
identifier les différents acides présents dans la viande. D’apres la littérature, on devrait retrouver dans la viande
fermentés les acides suivants : lactique, pyruvique et acétique. Durand (1999) indique une teneur en ces acides
dans le saucisson sec qui reste faible. Nous n’avons réussi a identifier que I’acide lactique, 1’analyse ne nous
permet pas de faire de distinction entre I’acide D et L lactique. Les teneurs en acide lactique obtenues avec le
dosage du kit enzymatique ne sont pas comparables aux teneurs obtenues apres un dosage par HPLC.

De plus, les aires des pics obtenus sont trés faibles sauf un, ce qui ne nous permet pas de moins diluer

I’échantillon avant injection. Des essais complémentaires devront étre réalisés.
La fermentation se caractérise également par une transformation de glucose en acide lactique. Aussi, est-il
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nécessaire d’observer également une consommation de glucose pour conclure quant a la fermentation.

Nos résultats montrent que le glucose est bien consommé au cours de la fermentation notamment entre 48 et
72h pour lequel il est totalement consommé. Sa teneur initiale était de 6,75% bs. Aussi, sa consommation est de
I’ordre de grandeur de la production d’acide lactique.

Il s’agit du seul sucre dont la teneur diminue ce qui semble logique puisque Sakei ne fermente que le
glucose et le fructose. Mais ce résultat est a confirmer puisque sur les deux cinétiques réalisées, il n’a été observé
qu’une seule fois.

On peut maintenant se poser la question de savoir si la teneur en sucre et notamment en glucose de la
viande est assez €levée apres la DII pour une bonne fermentation. Celle ci pourrait étre favorisée par une teneur
plus élevée en glucose ou autre sucre fermentescible. Les sucres de grosses masses molaires sont nécessaires pour
limiter I’imprégnation en sel mais il serait possible d’augmenter la concentration de glucose dans la solution
d’immersion pour augmenter sa teneur dans la viande. Sur ce point, la mélasse s’avérerait la encore un soluté
intéressant puisqu’elle est plus riche en petits sucres. Une analyse de sa composition en sucres nous apporterait

plus d’informations a ce sujet.

Les bactéries lactiques se développent, il y a production d’acide D lactigue du méme ordre de
grandeur que la consommation de glucose et baisse du pH (jusqu’ a 5,3). Nous pouvons en déduire qu’il y a

une fermentation lactique aprés une D11 de 20%.

IV.La fermentation est-elle possible aprés une
déshydratation plus poussée de 30% lors du traitement de

DIT ?

En analysant les résultats nous constatons qu’il n’y a pas de fermentation suite a une déshydratation plus
poussée jusqu’a 30%. En effet, bien qu’on observe une croissance des microorganismes et une baisse du pH, il
n’y a pas production d’acide D lactique.

Il n’est cependant pas possible d’affirmer avec certitude que cette perte en eau plus importante au cours de

la DII empéche la fermentation sans avoir répété cette manipulation (une cinétique seulement réalisée).

On ne retrouve pas de Staphylococcus Aureus au cours de la fermentation. Ce résultat est encourageant pour

la suite du projet en ce qui concerne la qualité de la viande.
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Conclusion et Perspectives

Ce travail nous a montré qu’apres un traitement DII la déshydratation maximale qu’il est possible d’obtenir
est de 38% pour un gain en sel de 2,2% et un gain en sucre fixé a 4%.
Au cours de la DII, les flores semblent augmenter. Une analyse qualitative de la flore présente avant apres

DII serait nécessaire pour définir avec précisions le réle de la DII sur les flores.

Ce stage nous a également permis de confirmer I’aptitude de fermentation de la viande de boeuf aprés une
déshydratation-imprégnation par immersion (DII) provoquant une perte en eau de 20 %. Entre 0 et 48h d’¢tuvage
tous les parameétres mesurés sont caractéristiques d’une fermentation :

- croissance de la flore bactérienne de 107 & 10° ufc/g de viande

baisse du pH de 0,3 unités

production d’acide D lactique de 0,2 a 1,5 g/100g de matiére séche.

consommation totale du glucose dont la teneur initiale est de 6,3g/100g de matiére séche.

En modifiant la formulation de la DII pour obtenir apres celle ci une perte en eau de 30% nous nous
sommes apercu que la viande ne semblait pas fermenter. En effet bien qu’on observe une forte croissance
bactérienne (10° 4 10" ufc/g), une baisse du pH (0,2 unités) il n’y a pas de production d’acide D lactique.

Il est nécessaire de renouveler cette cinétique pour confirmer qu’une viande déshydratée a 30% ne peut étre
fermentée. Ce résultat est peut étre du a la déshydratation mais aussi a la faible teneur en glucose initiale.
L’augmentation de la concentration en glucose pourrait favoriser la fermentation méme a ce niveau de
déshydratation.

Des essais avec une solution de DII plus riche en glucose s’avére étre une perspective intéressante.

L’utilisation de la mélasse permettrait a la fois de déshydrater de facon plus importante la viande et
I’enrichir en petits sucres. Cependant sa composition exacte en sucres (notamment fructose, glucose) reste a

analyser.

Durant la fermentation, les coques augmentent de fagcon importante. Nous n’avons pas retrouvé de
Staphylococcus Aureus. 11 est donc nécessaire de les identifier et ainsi connaitre leur roles dans la fermentation.
Pour cela une analyse compléte de la viande fraiche s’impose. De plus, 1’utilisation d’une souche pure de ferment,

nous permettrait de mieux maitriser les mécanismes en jeu.

L’¢étape de séchage n’a pas encore été mise au point afin de finir la déshydratation de notre produit.
A long terme, une formulation basée sur celle du biltong (rajout divers ingrédients de salaison) est envisagge,

ainsi que des analyses sanitaires et organoleptiques.
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Annexe 1 : Photos au cours du protocole
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Figure A: Dispositif du traitement DI

Figure C : Enceinte climatique

Figure B : Morceaux de viande pendant I’étuvage




Annexe 2 : Fiche Ferments

DA\

ﬁ TECHNOLOGIE

Ferment de maturation

INA

DEFINITION

Ferments destinés aux applications pour saucissons secs nécessitant une acidification
moyenne.

TRADI 313 est une sélection de Lactobacillus sakei. Le L. sakei permet une maitrise et
une régulation de la chute du pH sur un format traditionnel.

La vitesse dacidification TRADI 313 est adaptée & tous les types calibres, tres
apprécié sur des calibres moyens il est particuliérement eflicace sur les plus grosses
pi¢ces. Le TRADI 313 s"utilise seul ou en complément de staphylocoque ou encore
d'un mélange de ferment.

DECLARATION D’ INGREDIENTS

Ferments de maturation, ferments lactiques ou ferments.

SECURITE ALIMENTAIRE

Le produit ainsi que ses composants :

Ne contiennent pas d'0.GM, 4 déclarer, tels que définis par les Réglements CE
N°1829/2003 et N°1830/2003 du 22 septembre 2003.
N'ont pas été soumis 4 un traitement d'Tonisation.

Concernant les Allergénes figurant dans la liste de PANIA reprise dans la Directive

2003/89/CE, nous vous énumérons ci-dessous les allergénes présents dans le produit :
aucun

DOSE D’EMPLO1

Sachet-dose pour 200kg

SOUSSANA SA - 13, AUE DES ALCUETTES, 34320 THIAIS - FRANCE (1) 48 76 53 00 — TELECORIE (1) 49 78 55 88 - E-MAIL scussana@saussana com
SOCIETE AMONYME FONDEE EN 1919 AL CARITAL DE 2.400 000 € - REGIE PAR LES ARTICLES 114 & 150 DE LA LOI DU 2071556
R.C.5. CRETEIL B 572 080 828 - GOOE APE 151 A - C.C.P.PARIS 105 109 E

ADRESSER TOUTE CORAESPONDANGE A : BP 202, 84527 THIAIS CEDEX

hios produits sonf confiormes. a speciicalions cé | Aohe lechngue o ey sbmants da ker compasifon sent Indiqués en toute bonne fols. La prapaziion de diveralon &ingrddients n'sst
une suggestion o'éfiguetege; 13 dédration dingrédients &tant da |2 raspensabiiké du tabrcant du orodul fri. Les applications ne sanl menlionnsdes oud dire incipad, Le fateicent dof
s eonformer & s gisiation s'appligasm 2 produl & fabriguer dans la pays offisaleur. Tows wiisation nen conbeme da no procuits Tengage fes notrs respommabiile mas cele du
Sgbeicant du produl fini.
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A % TECHNOLOGIE

MUDE D’ UTI LISATION

Les mélanges de ferments sont incorporés au minerai lors du hachage ou cuttérage des
viandes ou pendant la phase de pétrissage :

% goit directement en 1'état
@ soit dissous dans un peu d’eau

Les températures de fermentation recommandées sont comprise entre 20 et 24°C pour

environ 48 heures, Les conditions de température et d*hygrométrie devant étre adaptées
aux produits et a Uenvironnement.

CONDITIONNEMENT

Par carton de 50 sachets doses (imperméables & [air et 4 I'eau) par carton,

STOCKAGE ET DUREE DE VIE

Date de péremption indiquée sur les sachels :

@ en frigo 4 une température inférieure & +5°C : 6 semaines.
@ en congélateur 4 une température inférieure 4-17°C : 12 mois.

NT 929 — mise & jour : 3/06
TRADI 313 : FE 01 150

SOUSSANA S 4. : 13, RUE DES ALOUETTES, 4320 THIALS - FRANCE (1) 49 76 58 00 — TELECCOPIE (1) 49 78 58 88 ~ E-MAL s0ussana@soussana.com
SOCIETE ANONYME FONDEE EM 19499 AU CAPITAL DE 2,400,000 € - REGIE PAR LES ARTICLES 118 & 150 DE LA LOI DU 2471965
R.C.S. CRETEIL B 572 080 B38 — CODE APE 151 & - C.CP. PARIS 105 109 E

ADRESSER TOUTE CORRESPONDANCE & BP 202, 94527 THIAIS CEDEX

Pos produils sont conforres aux spécfisstions de |a fiche technique et |es &%¥menis de leur composition sont indiquas en toule bonre fis, La propasition di diclarafon dingridients n'es
gqu'una suggestion d'édquetage ; la daclaration dingridients #anl de Iz responsabibte du tateizant du predult finl Les apclicaions ne sont mentioresss ou'é Sire indicatf, Le fsbeicant doi
se confarmer & la léghslation s'apofiquant au produil A fabviquer dans i pays uiisaleut. Toule usisalion non comloeme da nas pRoduts Nengage pes nolra respomsabiild meis cele o
Tabricar du produl finl
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Annexe 3: Fiche Delvocid

Prévention des moeisissures sur les produits alimentatres

introduction

Delvocid® est un fongicide dont le composé actif est
fa natamycine (pimariciney En 1355, Delvocid ful
isclé pour la premiére fois dans nos laboratoires de
recherche & pariir d'une souche de Sfreptomyces
nalalensis  {un micro-grganisme frouvé dans un
prélevement de sold au Natal en Afrigue du Sudi.
Aprés des recherches approfondies, nous sommss
2 mémie ge febriquer iz matiére sous une formes rés
puriiiée Le produfi pur n'a pas de couleur, ni
d'odeur, ni de saveur. Méme a des doses infimes, il
cormbat trés efficacement les moisissures ef levures
susceptibles de se déveiopper et de déterriorer les
produits alimentaires {voir tableau 1 & 2). Dslvocid
n'ayant aucune influence sur les baciéries, le
processus naturel de  maturation se  déroule
normalement dans le fromage, le jambon cru e le
saucisson sec.

Sensibilité des moisissures 3 Ia Pimaricine
(tableau 1}

MIC
Min. inhibifion conc. yg/imi

Aspergilfus chevalisri 4258 063
Aspergitius clavatus 1 -0.5
Aspergilius fiavus CBS 3065 6.0
Aspergilius flavus 88 67 4.5
Aspergilius flavus Madagascar 50
Aspergitius fiavus Fort Lamy 50
Aspergillus nidulans iy
Aspergillus niger 1-3.8
Aspergilius ochraceus 4068 2.5
Aspergitius orycae 10
Bofrytis cinsrea 1-25
Fusarium sp 10
Glogosporium alburm 2.5
WMucor mucedo 1.2-5
Penicillium chrysogenurm 0.6-13
Penicilfivm digifatum 2.5
Penicilliurm expansur 5
Penicilivum islandicum ¥
Peniciltium notatum 4640 5

Penicillium roqueforti var. punctaium 6018 10
Rhizopus oryzae 4758 16

Comme aucun aufre produit jusqu’ici n'était capable ds
combatire de fagon efficace ef sans effels secondaires
néfastes {'apparition de rmoisissures et levures sur des
produits alimentaires, nous avons étudié, de facon
approfondis, les applications éventuelles de Delvocid®
dans le domaine alimentaire. | apperall que la
prévention des moisissures en alimentation levient un
interet primordia! depuis quil & €& reconnu que
certaines moisissures rencontrées sur des produits
alimentaires produisaient des matiéres {rés foxiques
(mycotoxnes) (1, 2, 3) actuellement 2 I'étude (1,4} Des
publications de 'OMS (5). de Wogan (8) et de beaucoup
d'autres, font ressoriir ce probléme en ajoutant qus
certzlnes de ces mycotoxines ont des prosfiétés irés
cancéerigenes. Depuis 35 ans l'expérience monire gque
Delvocid est quasimeni la solulion idéale pour la
prevention des moisissures en alimentation.

Sensibilité des levures a la Pimaricine
(tableau 2}

MIC
ftin._inhibition cong_pa/mil

Brettanomyces bruxeliensis 1.5

Candida albicans 1520
Candida guitliermondii 3.0/ ron, £
Candida vifii 10
Hansenuia polymorpha 1.0
Kloeckera apiculata 3.0
Saccharomiyees beifif 1.0
Saccharomyces bayanus 1.0
Saccharomyces cerevisiae 8021 2:5
Saccharomyces cerevisige

var. ellipsoidsus 25
Saccharomyces exigiius 25
Saccharomyces ludwigli 0339 25
Saccharomyces rouxif 05672 5
Saccharomyees sake 0305 5

Torulopsis candida 2.0
Torulopsis factis-condens: 3.0



Propriétés

1. Structure

Delvocic® dans sa forme pure est obtenue SOUS
forme de poudre cristallne Sa siructure chimigue
complicuée a entretemps et déterminde. Sz
formule ‘empirigue esi “aaHNO.:  Sa formule
développée est la suivanie |
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2. Proprictés physigues

Delvocid® n'a pas de couleur, ni Jdodeur. ni de

saveur. Sous sa forme crstalline, Delvocid™ est trés
stable. Le specire ultra viniet monire des maxima 3
o = 250, 285, 5, 311 nm.
pimaricine varie sensib!

ement dans frois solvants
organiques importants : 5 dans Pacide acétigue
glacial est de +272.8, dans e Butanol de +250.0 et
dans le DimethylFormamide de +58.0. Les spectres
peuvent servir & des fins d'identification et danalyse.
la solubilite dans Peau et dans la plupart des
solvanis organiques el extrémement faible. A
température ambiante, 50 mg environ se dissolvent
dans un lYire deau. Gréce & sa soiubilité Deivocic®
convient par excellencs, aux produits alimentaires
Delvocia® ne penétre pas dans laliment. et resis
sur 1z surface Ainsi Delvecid ne pénétre pas dans
I'aliment, et reste sur [a surface. Ainsi, Delvocid® est
le plus actii 12 ol apparaissent 13 plupart des
moisissures ef levures, 1andis qu'il ninflue pas sur
les processus de fermeniation indispensables pour
certaine aliments. Delvocid” est amphatére . sz
solubilité dans lezu est plus fainle prés de Ia
neutrzlitd et augmente en pH acide ou alcalin.

3. Propriétés chimiguses

Comme indigue Delvocic™ est appartient au groupe
dos télraénes. Clest jusiement l'appartenance 2
cette familie qui expligue, en grande pariie,
lefficacité de Delvocid® sur les moisissures et
tevures. Par conire, cetie structurs ie rend guelgue
peu sensible aux agents oxydants & aux rayoens
ultra-violets.

i 2 rotation spécifique de i

4. Proprictés microbiciogiques

Delvocid® combat  activement presque  touts ies
moisissures et levures, mais 68l inopérant contre les
virus, les bactéries et autres micro-organismes. Des
expérisnces tant au zboratoire qu'en pratique Font
démonire.

Généralement, la concentration minimum d'inhibition est
fonciion ¢e lz quentité de micro-organismes présents.
Voir la concentration minimu dinhibition (CMI} d'un
certain nombre de levures si maisissures {tabl. 1 & 2}.
Ces valeurs ont été obienues sSous des conditions
identiques vis-2-vis du ot de la température el de la
tenaur initizle en germss.

5. Activité et stabilité

La faible concentration et le stabilité de Detvocid® sur le
produit traiié, expliquent {imérét de I'application. Pour le
Delvocid? en suspension, t2 siabiité est délimitée par
les facteurs suivants : acidité {pH). température, lumiérs,
agents oxydants ‘et metaux iourds.

A. Acidité gH

Lefficacité de DelvocidTsur les moisissures et levures
en suspension agueuse diiude nest pas influencée par
te pH. C'est le grand avantage de Delvocid® par rapport
5 cerlains autres fongicides Cependant, racidité influe
sur la stabilité de Delvocid™. Avec un pH intérieur & 3 ou
supérieur & €, la suspension Delvocid®  est moins
stable. Le schéma 2 monire I'activité restante d'une
suspension aqueuse a 0,1 %, aprés stockage & 30°C a
un pH donné. Le pH de Iz piupart des aliments se situe
enire 4 ot 7 et ceci se révele la plage ol Delvocid® se
révéle le plus stable.
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Celte représentation graphique fzit ¢lairement ressoriir

la grands stabilité du Delvosid® dilué dans une large
zone de pH : ceci nest nuliement une image exagérée,
car 3 une température de 30°C, la courbe de la stabilite
se situerait méme engore un peu plus haut.



B, Température

Une suspension agususe de Delvocid® peui
supporier pendant plusieurs jours une tempérsture
de 50°C sans conséguences percentibles. Elle subi
méme, aves succes, un vhauffage & 100°C pendant
plusieurs  heures.  Toutefois, des ¢ solutions
diluéss » sont moins stables el la dimingtion de
lactivité est dus principsisment & Ihydrolyse ds iz
partic mycosamineg dan: iz mo'scule {voir schéma

1}

Les données détaillées sonl foumniss dans s
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Statut of régiementation du Delvocid®
La présence de moisissures sur les aliments
constifue ur danger powr lhomme, Un certain
nombre de moisissures produisent des substanoes
frés  toxigues {mycoloxines) méme 2 des
temperatures  trés  basses.  cerisines  sont
cancérigsnes. Ces subsiznces étant secretees par
le mycélium, se répandent dans les poroduite
alimentzaires ef le nettoyage de la surface n'élimine
done pas la présence des myvootonines. La
prevenlion des moisissires est donc primordizle el
Peflet fongicide du Dslvocid® dune grande
importance. De plus, e fisque de détérioration
dimportants stocks de produils alimentaires devient
I8 souci constant des producisurs et distributeurs,
Un bon fongicide dot répondre aux critéres
suivants ;
¢ Grande efficacité conire foutes les moisissures
pouvani causer détérioration ;

=

Le siabilile doit éire suffisante pour préssrver les
alimenis des moisissures pendant la périnde de
stockage ;

innocudd pour le consommateur

Frix de revient inchangs |

MNe doit pas influer sw lz qualite, Iaspect extériour,
Fodeur. 2 couleur et ls saveur.

Delvocid™ satisfait & tous ces critéres. Depuis 1067,
dans la plupard des pays de IEurops de Ouest,
Detvocid® a été utilisé de fagon crojssante sur une
grande gamme de fromages ef de ssucissons, Son
utilisztion constante dans fes entrepdis de fromage (73
rf'a famais conduit 3 |z séieciion de souches résistanies
et les doses demplol, stablies dans des conditions
rigaureusement controlées. sont restées inchanpgées.

Delvocid™ offre aussi les avantages supplémentaires
suivants

"

traliés & la concenirstion trés faible de 5 malkg
daliment, les slimenit sont préservés longtemps
des molsissures ef levores, Delvocid est donc un
fongicide d'une efficacilt exira ordinaire

Delvocid® prévient la tormation des produits issus de
moisissures toxigues ou cancérigénes |

Delvocid™ ne présente aucun danger pour la santé
de I'momme. Des recherches scientifiques et des
expériences praliques, depuis de longues années,
Font prouvé amplement 2 maintes reprises :

Delvocid ninflue pes sur le prix de revient. Au
contraire, Delvocid™ permet de faire des économies
considerables ; les soing en cave sont diminués, les
perte par suite de délérioration sont évitées, tandis
quen ne recoit pas de plaintes de la part des
acheleurs ;

Delvocid™ rehausse 2 qualité el l'aspect des
aliments iraités. Ceux-ci ont un aspect plus
atiravant,

Delvocid™ reste & la surface des aliments et ne les
pénéfre pas.

Point de vue de la Iégisiation

La législation surveille constamment et activement la
santé du consommateur. De nombreux pays ont une
legislation concemant les additifs alimentaires et des
recommandations FAG/OMS dans le Codex Alimentaire,
Sur la base d'informations fournis par DSM, les experts

du FAOYAMS  stirbuent

pour Thomme une dose

journaliére admissible (DJA) de 0,3 myg par kilo de poids
corporel (5},

Celte dose journaliére admussible (DJA) ayant une trés
large marge de sécurité, n'est pas atteinle méme en cas
de consommation impurtante de fromage et de
saucisson



U'utilisation de Delvocid pour certaing produits
alimentaires  est aulonsdés  en UL, Argentine,
Ausiralie, Bahrein, Canads. Chili LS., Republique
Techéque, Fintande, iswesl,  Koweil, hexigus,
Morvége, Oman, Philinpines,  Pologne, Cluatar,
Arabie Sacudite, Afrigue du Sud, Suéde, Turguie.
Emirats Arabes Unis, US2 e Vénézuela. Nous vous
coneelllons de vérifier s-gubigérement la mise des
legisiations avec DSM,

Appliczation

trtroduction

Le consgmmateur acceptes difficilement la présence
de moisissures et levures & la surface de cerlains
fromages. Pour cetle raison, le fromager dod
assayer den éviter le déveicppement au maximum.
Toutefois, les conditices de slockags st de
marturation  favorisent  fa  formation  de  ces
moisizsures et levures | une spore de moisissurs
suffit & contaminer eonisrement lz surface du
fromage

L'élimination mécanique des moisissyures n'est pas
Vidéal car, durant leur erosssance, les molsissures @i
levures produissnt des fizmemis de mycslium gu
pénétrent  profondement dans le fromage, se
ramifient ot conduisent 2 une nouvelle croissance

surpericielle interne, De plus, ils produisent de

nombreuses métabolite:  domt  cersines.  trés
toxigues, peuvent  ouire & 13 santé  du
consommateur. L'élimination  superficiells  des

rcisissures visiblas nintive pas sur les metabolites
se touvanl a lintériesr de la crolte. et par
consénuent, Ne représenis pas une garaniie pour le
consommateur. Pour celie raison, la prévention de
la croissance des moisissures ot levures  doit
s'effociver en utilisant un conservateur glimentairs.
DSk Food Speciailies a developpd el introduit
plusicurs formulations qui se sonl révelées tres
efficaces dans  lindustrie fromagére et
commercizlisé sous {2 marqus Delvocid® Instant, un
produil poudre possédant 30 % de matigre active -
Matamycine (Pimaricine}.
Detvocid” Instant posséds les avaniages suivanis,
comparé & d'autres conservateurs slimentaires deja
utilisés dans l'indusirie frormagére -
s Delvocid® Instart est, = des conceniraiions trés
basses, rés actf contre toutes les lewures of
moISissUres.
Delvocid® Instant n'ayant pas d'activité bactéricide,
ne perlurbe pas @ maturstion du fromage et
n'entrave sucunemeni ia croissance de 12 flore de
surface [morge baclérienne)
= Delvocic® Instant n'a pas de couleur, ni dedeur, ni
de saveur.

= Delvocid™ Instant ne pénaire pas dans la fromage. De
plus, étant trés actif; ceia rend son emploi & ia fois
facile et économigue.

Formuistions

1. Detvocid® Instant

Delvocid® Instent est une poudre contenant 50 % de
maliére active Sa suspension dans l'eau est facile. Elle
convient, per excellence. aux fromages ne nécassitant
pas d'envobage st est irss efficace our les fromages
dont la maturstion s'effectue sous film

S'utilise par Immersion cu pulvérisation des fromages.
De plus, trés valable pour ies fromagss présentant, a
leur surace une flore haciérienne sans formation de
moisissures e ou ke maturation s'effectue sous des
canditions naturelles |l est recommandé de fraiter les
fromages avec Ung suspension de 03 - 0.5 % de
Delvocid™ Instanl. Occasionnellemsnt, la dose peut tre
plus forte ou plus faible celle-ci &tanl adaptée aux
condilions lccales.

2. Produit plastique ¢’enrobage au Delvocid®
Instant

Peur I'enrobage des fromages, les fabricants ajoutent du
Delvocid” Instant aux procduits plastiques. Le produit
denrobage donne un aspect extérieur brillant au
fromage ef évite sa déshydration. Le produil deit
contenir au minimum ©¢,1 % de Delvocid™ Instant. Les
concentrations  peuveni varigr selon le temps de
stockage et le nombre de tratements. Pour étre efficace,
l'anrobage doit aveir un pH d'au moins 4.5 et ne contenir
rd métaux lourds ni péroxyde

Les enrobages contenant du Delvocid” peuvent &tre
obtenus de plusieurs fabricants d'enrobages.

A voir également : fiche produit Superdex®, Delvocoat”
st Plasticoat®,

Application

La pratique démontre qu 'l est plus simple de préveni la
formalion de molsissures que de la combattre. 1l es
done recommandé de traiter les fromages au Delvocid®
Instznt, e plus Bt possible | dés leur sortie du bain de
saumure ou de la presse. Dans cerlzins cas, i est
préférable de rincer les fromages a l'eau (60°C environ)
avant de les traiter au Deivocid® Instant, par exemple,
lorsque le bain de saumure a élé contaming par
cefaines bacidries. Les Fomages peuveni élre fraités
par immersion ou par pulvérisation d'une suspension
aqueuse Pour ceraine fromages, | est dusage
d'incorporer le fongicide au film plastique.

Préparafion d’une suspension Delvocid® Instant
Tout d'abord, sjouter un poids d'eau équivalent au poids
de Delvocid® Instant nécessaire puis homogénéiser



parfaitement. Ensulte, gilusr la suspension oblenue
& la concentration désirés en ajoutant de l'eau. Les
doses exigées sont mevtionnées su dose de lz
couverture

Mode onéraicire

1. Immersion ou pulvérisation avec le Delvocid®
Insiant.

a). Immersion : le fromage est plonge dans la
dispersion, soit direcieimnent aprés le bain de
saumure, soif aprés le pressage. Une immersion de
quelques secondes est recommandee. Pour éviler le
dessalage de la croGte du fromage et limiler ia
croissance des bactériss, il est recommande
d'ajouter 5-10 % de sel au bain de trempage. La
solution reste stable durzmt 5 jours Apres une niuit,
mélanger la suspension car e Detvocid™ Instant
risque de se déposer. Anrés immersion, le fromags
est séche 2 I'air puis embalis.

b) Pulverisafion . Delvocid™  Instant  peut &ire
pulvérisée sur le fromags tout de suile apies
fabrication afin d'éviter la décantation de la maliere
active aue fond du bac de izncement, le produil doit
élre  brassé  continusiiement, ou  repompé
réguligrement. Ceci est important également pour
éviter de colmater les buses. Le type de buses
ulilisé doit permetire ia pulverisation de fines
suspensions. Aprés frempage ou pluvérisation, les
fromages dowvent sécher 3 'air avant d'élre emballes
dans un fitm plastique ou recouveris de cire

2. Film plastique d'enrobage au Delvocid™ Instant
Delvocid™ Instant peut &ire gjouté aux produits
plastiques d'snrobage par le fabricant de ces
produits ou par le fabrnicant de fromage. Il est
importani de s'assurer ds la répartition homogéns
de Delvocid® dans 'émulsion plastique. En fonction
de la taille du fromage. verser la gquantité de produit
plastique nécessaire pour fraiter loute la surface
Etaler 5 l'aide d’une éponge propre. L'éponge ne
doit pas &irs

plongée dans le liguide & wamersion pour éviter (otite
contamination et multiplication des bhactéries.

chagus oite doit &tre traité

I est évident qus
séparément,

Les fromages en forme de boule, tel que I'Edam,
peuvent étre fraités en une seuls fois. Afin d'obtenir un
enrobage solide et durabie plusieurs applications sont
reconnmandées.,

Durée de ta protection

Delvocid® Instant est un fonglcide ce qui signifie qu'l fue
fes spores de moisissures el le mycélium. Delvocid®
Instant se frouve lentemsnt hydrolysé en composés
inactifs ; cetie hydrolyse dependant , en grande pariie,
de I'humidité durant le siockage et de 1a quantité d'eau
contenue dzns la crolte du fromage. Dans la pratique,
aprés un fraitement, le fromage étant slocke, smbaile.
sera protégé durant de longues périodes sans
qu'aucune nouvelle infection ne réapparaisse. Les
fromages, dont lz maturation s'effsctue naturellemnent,
seront traités plusicurs fois afin de maintenir la
protection. En général, agres le premier traitement, 12
protection est valable 3 semaines et plus ; toutefois, des
traitemenis supplémentaires prolongeront la protection
suivant I'évolution de la surface du fromage.

Durée de la profection

Delvocid® Instant est un fongicide ce qui signifie qu'il tue
les spores de moisissures et le mycelium. Delvocid®
instant se touve lentement hydrolysé en composes
inactifs ; cette hydrolyse dépendant . en grande parlie,
de 'humidité durant le stockage et de la quantité d'eau
contenue dans la crodte du fromage. Dans la pratique,
aprés un {railement. le fromage éiant stocke, emballe,
sera protege durant de longues periodes sans
gu'aucune nouvelle infection ne réapparaisse. Les
fromages, dont la maturation s'effectue naturellement,
seront traités  plusieurs fois afin de maintenir ja
protection En général, aprés le premier traitement, la
protection est valable 3 semaines et plus , loutelois, des
traitements supplémentaires prolongeront la protection
suivant I'évoiution de la surface du fromage.



Conditionnement et stockage

Delvocid® Instant est fournt en fizscon polyéihyléne.
Poids net 100 ou 500 grammes. Delvocid® Insiant
doit étre stocké 2 ilsmpérsiure ambianie, de
préférence 2 -20°C. 1§ est recommande de le
protéger de la lumigre. Dans ces conditions e
Delvocid® Instant peut &ire conserve pendant 2 ans
en flzcons fermaes.

Le fablesu ci-dessous indigue de grammes da
Delvocid™ instant sont nécessaires pour la préparation
de suspension & différenizs gquaniités de matiare
active (MNatamycing).

e

Concentration de matiére active

% Delvocid Instant; 001 002 005  0f 02 0.4

Cuantité d'eau en litres ppm de Matamyein . 50 100 250 _ 500 1000 2000
10 1a) : 5 10 20 40
25 2.5 5 2.5 z5 50 100
&0 5 10 25 50 100 200
75 75 15 375 75 150 300
100 10 20 50 100 200 400

E‘}'Qrammes. de Delvocia” instantivolume d'eau i_ndiq U
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Recommandations pour différents type de fromags (tablesu 3)

Taux dutilisation
recommandé

{ppm)

Remarques™)

Type de framage Formulation Delvocid Instant
Asiago Emulsion plastigue + 1000 2éme trailement
aprés 2 semaines
American Blue Suspension agueuse + 2000 + sel avant
o piquage
Apperzeller Suspension agueuse + 4000 __ el
Caccroliz Emulsion plastique + 300G
Caciotlz Suspension agueuse + 4000 - 6000 + sel
Cheddar Suspension sgueuss + 3000 - 5000 fsal
Chanco Ermuision plastique + 1000 Répéter dans
2-3 semainss
Susnension aqueuse 40060 + sel
Cottage cheese Créme 200
Edam Emulsion plastique 1000 Second traitemant
aprés 10 jours
Suspension aguedss + 4000 + 5e i
Emmenthaier SusSpension agqueuse + 4000 Sacond traitement
) _ __ aprés 2Zsemaines
Swiss Suspension agueuse + 4000 +film
Fontina SuspENSIoN aqueUse 3000 - 5000 + sel
Fontal SUsSpension agquUBUss 2000 - 5000 +sel
Gouda Emulsion ptastique 1000 second traitement
aprés 5 jours
Suspension agueuse * 4000 + sel
Gruyére Suspension agueuse + 4000 + 56l —
Granzs Ernulsion plastique + 5000 Répeter si
__ necessaire
Herrgards Suspension agueuse + 3000 - 5000 + sel
_Hushaliost Suspension aqueuse + 3000 - 5000 + sel
Manchego Suspension aqueuse  + 3000 - 5000
Muenster Suspension aqueuse - 4000 + sel
_Daxaca Suspension agueuse + 2000 + sel
Peconne Romano Emulsion plastique ' + 5000
Patagras Suspension agueuse + 2000 + el B
Prato Fmiulsion plastigue * 1000 Répéter dans
2-3 semaines
Suspension agueuse + 3000 - 5000 + sel
Prislost! = Suspension agueuse * 3000 - 3000 + sel
Provolons Ermulsion plastique + 5000
{Queso minas Suspension aqueuse + 29000 + gzl
Queso blance Suspension aqueuse * 2000 + sel
Romadur Suspension agqueuse + 4000 sl
Saint Paulin Suspension aquelse + 4000 + gl
Ermulsion plastique + 2000
Sbrinz Emulsion plastique + 5000
Stiton Suspension agususe - 3040 - 5000 + sel
Tilsiter Suspension agususe + 3000 - 5000 +sel

*) =+ el seulement en cas de fraitement par trempags



Annexe 4 : Conditions expérimentales de
I'analyse HPLC

DOSAGE DES SUCRES :

Appareil de chromatographie ionique de type DIONEX

- Colonne : Carbopac PA1, 4 x 250 mm , pré-colonne : Carbopac PA1 guard

- Phase stationnaire : résine de billes de polystyrene- divinyl- benzéne recouvertes de micro-
particules de latex, porteuses de groupements d’ammonium quaternaire

- Boucle d’injection : 25ul

- Eluants : solution de soude 0,1N et d’acétate de sodium 0,03N (A), solution de soude 0,1N
et d’acétate de sodium 1N (B), eau ultra pure (C), soude 2N (D)

- Mode d’élution : gradient linéaire qui varie de 100% de A a 50% de A et 50% de B en 30
minutes

- Débit d’élution : 1ml/min

- Détecteur : ampérométrique de type ED40

- Logiciel de pilotage : Peaknet de DIONEX

- Etalon: glucose, maltose, maltotriose, maltotétraose, maltopentaose, maltohexaose,

maltoheptaose en poudre, pesés pour obtenir une solution a 50 ppm pour chaque sucre

DOSAGE DES ACIDES ORGANIQUES :

- Appareil de chromatographie ionique de type DIONEX

- Colonne : lon Pac AS11, pré-colonne : Carbopac PA1 guard

- Phase stationnaire : résine de billes de polystyréne-divinyl-benzéne recouvertes de
microparticules de latex (trés hydrophiles) porteuses de groupements amine quaternaire

- Boucle d’injection : 25ul

- Eluants : eau ultra pure (A), soude 5 mM (B), soude 100 mM (C), soude 200 mM (D)

- Mode d’élution : gradient linéaire de 0,5 MM a 35 mM de soude en 25 minutes

- Logiciel de pilotage : Peaknet de DIONEX

- Etalon : afin d’identifier les acides organiques extraits de la viande, plusieurs étalons,
chacun a la concentration de 10 ppm, ont été utilisés : D lactate, L-lactate, mélange de D et

L lactate (50:50), acétate de sodium, acide pyruvique, acide oxalique et acide citrique




Annexe 5: Analyse de la solution
d’ensemencement

Tableau A: Dénombrement des microorganismes dans la solution d’ensemencement.

eau + ferments + delvocid

eau + ferments

Flore totale (ufc/g) 5,85.10° 8,11.10°
Flore lactique (ufc/g) 5,90.10° 7,19.10°
Coques (ufc/g) 1,00.10° 5,00.10"

Tableau B : Tests d’identification des microorganismes dans la solution d’ensemencement

eau + ferments + delvocid eau + ferments
Sur Chapman
GRAM G’, coques en amas G’, coques en, amas
Catalase c’ c’
Oxydase O o
Test Pastorex Staph négatif négatif
Sur MRS
GRAM G’, bacilles G’, bacilles
Catalase C C
Oxydase O )




Annexe 6 : Chromatogrammes d’acide
organigue

Analyse des ANIONS minéraux et organigues
Gradient NaOH
Colonne DIONEX IONPAC AS 11

Data File : C:\PEAKNET\DATA\nit00144.
Sample Name: Ac lactique L &I)z@ppm
Inject # 6
Method File: c:\peaknet\method\anion.m
| |System Name: DIONEX
" |Column Type:
Data Points: 996
Module Name:

D06

et

Report Date:
Collected
Vial # :
Calibrated :
Detector
Operator 2
Rate :
Moduleware

18/01/2007 11:59:43
18/01/2007 11:49:20

18/01/2007 10:44:39
ED40 : COND

sectionl
5.00 Hz
1.15

Calibration Volume Dilution Start

Area Reject Pk. Width Threshold

External X 1 0.00

FREAERREAR AR A kA kkFhkhkkdhhddd% Peak Report: All

Peaks #%dkdkkhkhhkhkhkkkdhhkd ket td:

10.00 11.05

Hauteur Surface Bl. %Delta

du Pic Code

No temps Nom du Concentration
Pic Ret. Composé ppm du Pic
___1___;.0? ;yruv;te 67.11 85328
Totals_ —~~—g7.11 ----- ;;;;; ___________
: 2 .

¢ 30

20

us
10

Minutes

File: nit00144.D06 Sample: Ac lactique L & D ‘iﬂppm

619750 1 32.13
619750
T X b T

3.0




Analyse des ANIONS minéraux et organigques
Gradient NaOH
Colonne DIONEX IONPAC AS 11

Data File : C:\PEAKNET\DATA\Nit00144.D02 Report Date: 18/01/2007 11:12:36
Sample Name: ech VF A dil 1/4 Collected : 18/01/2007 10:47:31
Inject # : 2 vial # 3

Method File: c:\peaknet\method\anion.met Calibrated : 18/01/2007 10:44:39
System Name: DIONEX Detector : ED40:COND

Column Type: Operator : sectionl

Data Points: 4800 Rate : 5.00 H=z

Module Name: Moduleware : 1.15

Calibration Volume Dilution Start Stop Area Reject Pk. Width Threshold
External 1 1 0.00 16.00 1000 10.00 11.05

AERRERER R AXX KL RIRXRRRARANY Peak Report: All Pegks #etddhsdetdhiidstthibthhdsis

No temps Nom du Ceoncentration Hauteur Surface El. %Delta
Pic  Ret. Composé ppm du Pic du Pic Code
1 0.10 0.00 13587 39372 1
2 oo 11.5%9 25694 107023 1 21.06
3 2.40 0.00 6753 28823 1
4 5.05 0.00 87378 379139 1 9.31
5 9.74 3.74 9972 37136 1 0.79
6 1l2.44 0.00 13400 68230 1
7 15539 0.00 5293 37175 1
Totals 15.33 162077 696897

File: nit00144,D02 Sample: ech VF A dil 1/4

30
20
us | | | _F____.—""_.-.p_-_-
10 l e
| e
| ﬂ _M,f’;
4 ﬂ Jo—"
f | N—— ; V. T—_— —
IS I 2 L i e i o B B
0 2 4 6 8 10 12 14 16

Minutes



Annexe 7 : Dosage des acides organiques

Tableau C : Temps de rétention des différents étalons passés.

Etalon
tps rétention

(min)

Acide lactique 2
Acide pyruvigue 2,22
Acide acétique 8,74
Acide oxalique 8,94
Acide citrique 12,5

Tableau D : Aires et temps de rétention des différents acides organiques présents dans la viande au

cours de |

a fermentation

Viande fraiche t aprés DIl t Oh t8h t 72h
tps rétention aire tps rétention aire tps rétention aire tps rétention aire | tps rétention aire
(min) (min) (min) (min) (min)
Acide Lactique 1,9 107023 2 273620 2,12 406324 1,7 354590 2,21 382998
2 2,4 28823 2,56 96685 2,73 181905 3 665623 2,78 111012
3 5,05 379139 5,32 5322314 5,48 9051932 5,98 5,48 5E+06
4 9,74 37136 9,84 101177 10,06 309314 10,29 363717 10,26 392389
5 12,44 68230 12,52 150232 12,73 263836 12,96 317731 12,9 324937
6 15,39 37175 15,46 64036 15,6 185868 15,81 97234 15,83 6749

Tableaux E: Comparaison des teneurs en acide lactique de la viande au cours de la fermentation

obtenues avec le dosage par HPLC et celles obtenues par le dosage du kit enzymatique.

% de bh VF tapsDIl | tOh | t8h | t24h | t48h | t72h

Acide lactiqgue dosé pas HPLC 0,14 0,54 0,75 | 0,2 0,44 | 0,61 | 0,78
Acide lactique dosé par le kit

enzymatique 1,72 0,9 082 | 108 | 157 | 157 | 1,43
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