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NOTE AUX LECTEURS

Les textes présentés sont ceux soumis par les conférenciers. Toutefois, les commentaires
reproduits constituent une synthése des principales interventions et ne correspondent pas
nécessairement aux termes exacts employés lors des conférences.

L'utilisation ultérieure de l'information communiquée dans ce document demeure I'entiére
responsabilité des utilisateurs et n’engage en aucune facon le MAPAQ et I'Université Laval.

Pour des raisons de publication et afin d’harmoniser la présentation, une mise en forme des
chapitres ainsi qu’une révision linguistique ont été effectuées.
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RESUME

Les produits marins préts a consommer sont en forte demande au Québec et a I'étranger. Le
marché de ces produits transformés assure I'opération d’'une industrie québécoise bien im-
plantée, d’autant plus importante pour le secteur des péches que la valorisation des espéces
traditionnelles qui est en péril suite a I'effondrement des stocks de poissons de fond.

L'une des problématiques de l'industrie est d'augmenter la durée de conservation des pro-
duits préts-a-consommer en ayant recours a des procédés non-thermiques. Du fait que leur
préparation a domicile n’impliqgue pas de cuisson pouvant détruire d'éventuelles bactéries
pathogénes, ce type de produit comporte un facteur de risque supplémentaire. En outre, les
tendances du marché incitent les producteurs a réduire substantiellement le recours a des
barriéres microbiologiques classiques tel I'ajout de sel ou d’additifs. En effet, les consomma-
teurs recherchent davantage des produits a faible taux de sel et sont plus préoccupés par la
présence d’additifs. Par conséquent, I'industrie des produits marins a tout intérét a rechercher
des méthodes de conservation non classiques qui rejoindraient les préoccupations des
consommateurs.

Pour ce faire, une des options qui s’offrent est la bioconservation. Déja utilisée avec succes
dans d'autres types d'aliments, elle apparait comme une solution innovatrice. Le recours a
des bactéries lactiques, a des peptides antimicrobiens ou d’autres barrieres microbiologiques
est attrayant. Cependant, les méthodes de bioconservation doivent passer par des étapes
cruciales de nature technologiques et réglementaires avant d’atteindre le stade industriel.

C’est dans ce contexte qu'il est apparu opportun d’organiser ce colloque visant a préparer le
terrain a la mise au point de procédés de bioconservation des produits marins. Il s’agissait
d’'une premiére occasion de mettre en commun les connaissances des équipes qui oeuvrent
dans le domaine de la bioconservation, et a intéresser les industriels a cette voie de valorisa-
tion. Une cinquantaine de personnes intéressées par le domaine de la bioconservation se
sont réunies a Québec, les 4 et 5 mai 2004, pour entendre les communications des cher-
cheurs et partager les différents points de vue au cours des séances pléniéres. Les lecteurs
trouveront ici les textes résumant la plupart des présentations faites au colloque.

Mots clés : bioconservation, produits marins, microflore, bactériocines, conservation,
peptides-antimicrobiens, réglementation



ABSTRACT

Ready-to-eat marine products are in great demand in Québec and elsewhere. The market for
these processed products ensures operations for a well established industry here in Québec,
and constitutes a development of greater import for the fisheries sector than the enhance-
ment of traditional species, threatened since the collapse of groundfish stocks.

One problem facing the industry is how to increase the shelf life of ready-to-eat products
through nonthermal processing. Because their preparation in the home does not involve
cooking — which would destroy any harmful bacteria that might be present — this type of prod-
uct carries an additional risk factor. Also, market trends are motivating producers to substan-
tially reduce their use of classic microbiological barriers as the salt or additives addition . In
fact, consumers increasingly seek products with low salt content and are more concerned
about additives. Consequently, the marine product industry has every interest in seeking non
classic preservation methods that would address consumer concerns.

One option that offers this possibility is biopreservation. Already used successfully for other
types of foods, it appears to be an innovative solution. The use of lactic bacteria, antimicrobial
peptides, or other microbiological barriers is attractive. However, biopreservation methods
must first undergo crucial technological and regulatory phases before being used industrially.

Given this context, it seemed appropriate to organise this symposium, the purpose of which is
to prepare the way for developing marine product biopreservation processes. This is a first
opportunity for teams working in the field of biopreservation to pool their knowledge, and to
bring this type of development to the attention of industrialists. Some fifty people with an in-
terest in the field of biopreservation gathered in Québec City on May 4 and 5, 2004 to hear
presentations by researchers and share a variety of viewpoints during the plenary sessions.
The following abstracts provide an overview of the presentations made during the
symposium.

Key words: biopreservation, marine products, micro flora, bacterins, preservation,
antimicrobial peptides, regulatory measures
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PROGRAMME DU COLLOQUE

Avant-midi
Mot de bienvenue (Dr Paul Paquin, Université Laval)

Mot d’ouverture (Dr Ismail Fliss, STELA)

Session sur le potentiel des bactéries lactiques pour la bioconservation des produits
marins préts a consommer.

Au centre des procédés de bioconservation, I'utilisation de bactéries lactiques est le principal
sujet des recherches publiées. Plusieurs souches d'intérét ont été isolées. Les chercheurs
disposent maintenant d’'un arsenal assez vaste, mais le choix des souches les plus perfor-
mantes demande a étre mieux défini. La plupart des travaux ont porté sur les expérimenta-
tions in vitro, et sur I'établissement des spectres d’'activité.

Les molécules actives permettant I'inhibition de flores microbiennes indésirables et/ou patho-
génes doivent faire I'objet d’étapes de purification pour procéder a leur caractérisation et
aussi pour pourvoir les utiliser lors des essais expérimentaux. Les protocoles analytiques
sont souvent complexes et donnent des rendements variables.

Présidente de session : Dre Giséle LaPointe, INAF

> Dr Djamel Drider, maitre de conférences au Département des sciences et aliments,
ENITIAA, Nantes, France :

Les principes de la biopréservation et le panorama des bactériocines d’origine bacté-
rienne.

» Dre Francoise Leroi, chercheuse au Département de valorisation des produits de la
mer, IFREMER, France :

Maitrise de la qualité et de la sécurité des produits marins fumés par une stratégie de
biopréservation.

» Drlsmail Fliss, chercheur au Centre STELA, Université Laval, Québec :

Nouveaux procédés de production et de purification de bioingrédients a base de bac-
tériocines de bactéries lactiques.



Aprés-midi
Session d’atelier

» M. Michel Desbiens, MAPAQ :

Pléniére, suivie d'une visite des installations de l'usine pilote et des laboratoires de
'INAF

MERCREDI 5 MAI

Avant-midi

Session sur les applications dans les produits et sur les aspects réglementaires des
procédés

Le point sera fait sur les tentatives d’applications, et on cherchera a préciser des moyens de
surmonter les obstacles technologiques qui freinent les applications industrielles. Le point de
vue d'industriels présents sera examiné.

Les chercheurs sont unanimes sur la nécessité de faire le point sur les considérations régle-
mentaires inhérentes a l'utilisation de nouvelles souches bactériennes et molécules inhibitri-
ces dans les aliments, ce qui influencera la portée des travaux, par exemple quant aux
procédés d’incorporation des additifs.

Présidente de session: Dre Francoise Leroi, IFREMER

» Mme Héléne Lauzon, chef de projet, Icelandic Fisheries Laboratories, Islande
(visioconférence) :

Bioconservation de la crevette nordique (Pandalus borealis) par utilisation de bactério-
cines de bactéries lactiques.

» M. Frédérick Bousquié€, laboratoire d’études technico-réglementaires, Dép. Valorisa-
tion des produits de la mer, IFREMER, France :

Aspects réglementaires touchant la bioconservation des aliments en France.

» Dr Luc Bourbonniére, évaluateur scientifigue, Bureau des dangers microbiens, Santé
Canada, Ottawa :

Aspects réglementaires touchant la bioconservation au Canada.

» Dr Patrice Daniel, BIOCEANE, France :

Réalité d’'une application industrielle de la bioconservation et conformité aux spécifica-
tions réglementaires européennes.



» Dre Lynn McMullen, CanBiocin, professeure agrégée, microbiologie alimentaire, uni-
versité d’Alberta :

Applications of bacteriocins to meats : from bench-top to commercialization.

Aprés-midi
Session d’atelier

> Dr Claude Champagne, CRDA :

Echanges entre les participants et les conférenciers.

Mot de fermeture (Dr Ismail Fliss)

Cocktail



NOUVEAUX PROCEDES DE PRODUCTION ET DE PURIFICATION DE
BIO-INGREDIENTS A BASE DE BACTERIOCINES DE BACTERIES LACTIQUES

Ismail Fliss, Ph.D
Institut des nutraceutiques et des aliments fonctionnels, INAF

Cette présentation porte sur la nisine Z, une bactériocine produite par une souche naturelle
de Lactobacillus diacetylactis UL719 isolée au sein du centre de recherche STELA a partir
d'un fromage au lait cru. Dans un premier temps, un procédé de fermentation basé sur I'im-
mobilisation cellulaire a été développé. Ce procédé, original sur plusieurs plans, offre I'avan-
tage d'atteindre une productivité de l'ordre de 140 mg/L.h alors que les valeurs minimales
rapportées dans la littérature se situent aux alentours de 10 mg/L.h.

Dans un deuxiéme temps, différentes approches immunologiques performantes de purifica-
tion et de détection de la nisine Z ont été développées. A cette fin, des anticorps poly- et mo-
noclonaux, hautement spécifiques, ont été produits, caractérisés et utilisés dans différents
tests immuno-enzymatiques pour la détection spécifique de la nisine Z dans plusieurs matri-
ces alimentaires. Un systéme d'immuno-affinité utilisant les anticorps monoclonaux anti-
nisine Z a été également développé pour la purification en une seule étape de la nisine Z.
Cette stratégie s'est avérée particulierement efficace comme le démontre la pureté de la mo-
lécule atteignant 95 %, le rendement élevé (> 80 %), et la grande stabilité lors d'utilisations
répétées. Un systéme d’encapsulation utilisant des liposomes a été également développé et
a permis un taux d'encapsulation de la nisine Z de l'ordre de 35-47 %. Ce taux
d’encapsulation dépendait d'une part de la concentration initiale en nisine Z (I'optimum étant
de 5 mg/mL), et d'autre part du pH (des pH supérieurs a 5.6 entrainant une diminution consi-
dérable du taux d'encapsulation). Afin de déterminer la localisation spatiale de la nisine Z
dans les liposomes, des tests immuno-cytochimiques ont été réalisés sur des coupes ultra-
fines de liposomes traitées avec l'anticorps anti-nisine Z. L'examen en microscopie électroni-
que a transmission suggeérait la présence de récepteurs spécifiques. La mise au point d'ap-
proches expérimentales destinées a produire, purifier et encapsuler des quantités impor-
tantes de nisine Z s'avérait un pré-requis essentiel a I'étude ultérieure des mécanismes cyto-
moléculaires impliqués dans l'activité antimicrobienne de la molécule contre des souches
bactériennes pathogénes telles Listeria et des bactéries lactiques telles les lactobacilles ou
les lactocoques.

Ces études ont révélé, entre autres, des différences d'efficacité de la nisine Z en fonction de
I'agent bactérien a I'étude. Alors que l'action pouvait, dans certains cas, se traduire par une
simple déstabilisation de la membrane plasmique, elle semblait plus sévére dans d'autres
cas, entrainant la formation de pores et la libération de l'intégrité cellulaire. Enfin, des travaux
a grande échelle ont été réalisés pour évaluer I'impact de I'ajout de nisine Z sur les caracté-
ristiques microbiologiques, rhéologiques et organoleptiques d’'un fromage de type Cheddar.
De maniére générale I'ajout de nisine Z a permis d'obtenir une activité anti-Listeria plus im-
portante et durable de méme qu’'une accélération assez marquée des parametres de
maturation.






LES PRINCIPES DE LA BIOPRESERVATION ET PANORAMA
DES BACTERIOCINES D’ORIGINE BACTERIENNE

Dr Djamel Drider

Laboratoire de microbiologie alimentaire et industrielle
ENITIAA, rue de la Géraudiére, BP 82225

44322 Nantes Cedex, France

Tél : +33 2 51785542

Fax : +33 2 51785520

Courriel : drider@enitiaa-nantes.fr

Les bactéries lactiques ont été traditionnellement utilisées dans la conservation de nombreux
aliments et jouent un rdle important dans la fabrication des fromages et des produits fermen-
tés. Ces bactéries présentent des propriétés inhibitrices envers la flore d’altération et la flore
pathogene, grace a la production de métabolites (acides organiques, peroxyde d’hydrogene),
a la production de bactériocines ou a leur compétition écologique vis-a-vis des nutriments
(compétition nutritionnelle).

Les bactéries du genre Carnobacterium isolées des produits de la mer, et sélectionnées pour
leurs capacités a inhiber Listeria monocytogenes dans le saumon fumé lors de sa conserva-
tion réfrigérée semble étre une voie prometteuse. Plus particulierement, la souche de Carno-
bacterium divergens V41 isolées des viscéres de poisson (Pilet et al., 1995) semble
intéressante a considérer pour une utilisation en biopreservation car elle produit une bacté-
riocine de classe lla, la divercine V41 ayant une forte activité anti-Listeria. Les souches bio-
protectrices pressenties comme de bonnes candidates a la biopréservation du saumon
appartiennent au genre Carnobacterium. Des expériences menées dans notre laboratoire ont
permis de démontrer que Carnobacterium divergens V41 inhibe d’'une maniére efficace la
croissance de L. monocytogenes dans le saumon fumé (Duffes et al., 1999) et que cette inhi-
bition est due a I'action de la divercine V41 et non a un phénoméne de compétition nutrition-
nelle (Richard et al., 2003). Par ailleurs, des outils moléculaires comme la PCR-ITS et RFLP-
ITS permettant de suivre I'implantation des Carnobacterium divergens V41 dans le saumon
fumé ont été développés (Kabadjova et al., 2002).

Cependant, les bactéries du genre Carnobacterium sont capables de produire des amines
biogénes, notamment la tyramine dont I'ingestion en grande quantité pourrait s’avérer nocive
pour la santé des consommateurs. Les travaux effectués par Connil et colls (2002) ont mon-
tré que C. divergens V41 s’'implante bien parmi la flore lactique totale du saumon fumé et
I'inoculation du saumon fumé stérile par cette souche n’entrainait pas une surproduction
d’amines biogénes dans le produit, notamment la tyramine, seule amine biogéne apparem-
ment produite par la bactérie.


mailto:drider@enitiaa-nantes.fr




MAITRISE DE LA QUALITE ET DE LA SECURITE DES PRODUITS MARINS FUMES PAR
UNE STRATEGIE DE BIOPRESERVATION

Dre Francoise Leroi

IFREMER

BP 21105, 44311 Nantes Cedex 03, France
Tél. : 33(0)240374172

Courriel : fleroi@ifremer.fr

Le salage, fumage du saumon, est une activité de premier ordre dans l'industrie francaise de
transformation des produits de la mer. Avec 20 000 tonnes de produit fini par année, la
France est le premier producteur mondial de saumon fumé. Traditionnellement utilisé pour la
conservation, ce procédé est désormais surtout appliqué a des fins organoleptiques et voit
les traitements de plus en plus allégés, avec des taux en sel généralement compris entre
2.5 et 3.5 % et en phénols inférieurs & 1 mg/100g. Cette tendance entraine une dénaturation
précoce des qualités organoleptiques du saumon fumé au cours de sa conservation, caracté-
risée notamment par I'apparition d’'odeurs désagréables liées a l'activité microbienne. Des
études sur la flore du saumon fumé ont montré que celle-ci était trés complexe, composée de
bactéries marines a Gram négatif comme Shewanella putrefaciens, Photobacterium phos-
phoreum, Vibrio spp. ou d’entérobactéries (Serratia liquefaciens, Hafnia ...) et de bactéries a
gram positif comme des lactobacilles (Lactobacillus sakei, curvatus, alimentarius ...), des
carnobactéries (Carnobacterium piscicola, divergens), Brochothrix thermosphacta et méme
des levures. Parmi ces flores, seules certaines especes participeraient activement a
I'altération sensorielle. C’est particulierement le cas de certains lactobacilles, de Brochothrix
thermosphacta, de Serratia liquefaciens et de Photobacterium phosphoreum. Concernant la
recherche d'indices de qualité, certains travaux indiquent que l'altération sensorielle du sau-
mon fumé est fortement corrélée a la teneur en azote basique volatil total (ABVT) au nombre
de lactobacilles.

En ce qui concerne la sécurité alimentaire, les différents dangers microbiologiques liés a la
consommation de saumon fumé ont longuement été débattus ces dernieres années. La plu-
part des bactéries pathogenes indigénes ou de recontamination sont incapables de se multi-
plier dans un produit maintenu a température réfrigérée (<5°C), s'il contient plus de 3.5 % de
sel en phase aqueuse (ce qui correspond a 2.1 g/100 g de chair, valeur inférieure au taux
recommandé dans la norme AFNOR). En revanche, Listeria monocytogenes est une bactérie
ubiquitaire capable de se développer a basses températures, en présence de fortes concen-
trations en sel et dans une large gamme de pH. Elle est responsable de la listériose humaine,
maladie rare, mais a létalité élevée (30 %) touchant principalement des personnes a risques
comme les femmes enceintes et leur foetus, les nouveaux-nés et les personnes agées ou
immunodéficientes. Selon les études, 10 a 30 % des lots de saumon fumé seraient contami-
nés par L. monocytogenes, heureusement a des taux toujours trés faibles (<10/g). La conta-
mination peut se faire par la matiére premiéere elle méme ou par contact avec des surfaces et
équipements souillés. Comme le procédé de transformation (salage, séchage, fumage)
n'inclut pas d’'étape listéricide, que la croissance de L. monocytogenes est possible au cours
de la conservation réfrigérée (en France, la DLC pour les produits sous vide est en général
de 4 semaines) et que le produit est consommé sans cuisson, le saumon fumé est considéré
comme un aliment a risque.


mailto:fleroi@ifremer.fr

L’étude présentée ici consiste a développer une stratégie de bio-préservation du saumon
fumé vis-a-vis du risque L. monocytogenes par l'utilisation raisonnée de bactéries lactiques
du genre Carnobacterium isolées de produits marins et productrices de bactériocines. Trois
souches, Cbh. piscicola SF668 et V1, et Cb. divergens V41 (collection ENITIAA-IFREMER),
ont servi de base a I'étude, ainsi que 57 souches de L. monocytogenes (collection ASEPT)
isolées du saumon fumé et de plusieurs ateliers de production francais.

Dans un premier temps, des tests d'inhibition de L. monocytogenes par les trois souches de
Carnobacterium ont été réalisés par la technique des halos d'inhibition sur boite de Pétri. Les
57 souches de L. monocytogenes sont toutes sensibles aux trois carnobactéries et il n'y a
pas de différence significative entre le pouvoir inhibiteur de Cb. piscicola V1 et Cb. piscicola
SF668 alors que Cb. divergens V41 a un pouvoir inhibiteur toujours bien supérieur aux deux
autres, quelle que soit la souche de L. monocytogenes considérée. Ces expériences ont éga-
lement permis d'appréhender la biodiversité du comportement des L. monocytogenes
vis-a-vis des 3 carnobactéries et de les classer en 3 catégories : souches trés sensibles a
chacune des 3 carnobactéries (14 %), souches de sensibilité intermédiaire (19 %), et sou-
ches trés sensibles a Cb. divergens V41 et de sensibilité intermédiaire a Cb. piscicola SF668
et V1 (67 %).

Dans un deuxieme temps, 3 pools de 5 souches de L. monocytogenes, représentant les
3 catégories citées, ont été retenus. Des dés de saumon fumé stériles ont été fabriqués selon
la méthode de Joffraud et al. (1998), puis inoculés par chacun des pools de L. monocytoge-
nes (témoins) ou par les associations "pool de L. monocytogenes-Carnobacterium” a des
concentrations initiales respectives de 20 et 10° ufc/g. Aprés emballage sous vide, les échan-
tillons ont été stockés pendant 28 jours, 1/3 du temps a 4°C puis 2/3 du temps a 8°C avec
une rupture de 2 h a 20°C au bout de 2/3 du temps. Les résultats ont montré que tous les
pools de L. monocytogenes s'implantent trés bien sur le saumon fumé (passage de 20 a
10° ufc/g en fin de conservation) ainsi que les 3 carnobactéries (taux maximal de 10"® ufc/g
atteint dés 21 j), avec un avantage néanmoins pour Cb. divergens V41. En terme d'inhibition,
I'effet de Cb. piscicola SF668 est faible (réduction maximum 1 a 2 log de la population de
L. monocytogenes). Cb. piscicola V1 a un effet bactéricide sur les souches de L. monocyto-
genes qui lui sont trés sensibles, en revanche, elle permet juste un maintien de la population
de L. monocytogenes au seuil réglementaire de 100 ufc/g pour les souches qui lui sont
moyennement sensibles. Enfin, Cb. divergens V41 présente le plus fort pouvoir inhibiteur
puisqu'il permet de maintenir le nombre de L. monocytogenes a un seuil inférieur a 50 ufc/g
pendant toute la durée de stockage et ce quel que soit le pool de Listeria considéré.

Pour que le procédé de biopréservation puisse étre développé a un stade utilisable en indus-
trie, il faut vérifier que les souches bioprotectrices n'altérent pas la qualité du produit. De la
méme facon que pour les tests d'inhibition de L. monocytogenes, des dés de saumon fumé
stériles ont été inoculés par chacune des 3 souches de Carnobacterium a des concentrations
initiales de 10*° ufc/g. Aucune production d’ABVT ni acidification du pH n'ont été détectées
au cours des 4 semaines de conservation. Au niveau sensoriel, le jury (14 juges entrainés
notant 19 critéres d’odeur) n'a pas percu d’effets d'altérations notoires dus aux 3 souches par
comparaison au témoin non ensemencé. La souche de Cb. divergens V41 ayant donné les
meilleurs résultats pour I'inhibition de L. monocytogenes et n’ayant pas présenté de caractere
altérant sur dés de saumon fumé stériles a donc été sélectionnée pour une application au
stade pré-pilote, sur des lots naturellement contaminés.
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Quatre lots de saumon fraichement fumés provenant de quatre usines différentes ont été
ensemenceés par pulvérisation des tranches (recto verso) avec la souche Cb. divergens V41
(taux initial de 10*° ufc/g). Toutes les semaines au cours du stockage (mémes conditions que
précédemment), différentes flores pertinentes pour évaluer la qualité du saumon fumé ont été
dénombrées et des analyses sensorielles sur le goQt, I'odeur, I'aspect et la texture ont été
menées paralléelement (en tout 34 descripteurs). Deux cas ont été observés : 1 cas, les flo-
res initiales des lots de saumon étaient inférieures a 20 ufc/g, et Cb. divergens V41
s'implantait bien (10" ufc/g dés la 2° semaine), un effet sur les flores endogénes était percu
au bout de 21 jours avec une légére inhibition (1 a 2 log de moins) des Lactobacillus, des
entérobactéries et des levures. Au niveau organoleptique, I'ajout de la souche de Cb. diver-
gens V41 était percue par le jury (golt et odeur) mais avec une intensité toujours trés faible,
et les échantillons n’étaient jamais jugés comme altérés. Dans le 2° cas, les flores des lots de
saumon en sortie usine étaient de 10*° ufc/g (Lactobacillus, entérobactéries, Brochothrix et
levures dans des proportions variables selon l'usine) et il devenait plus difficile d'évaluer si
Ch. divergens V41 s'implantait correctement (nombre de bactéries lactiques dans I'essai en-
semencé équivalent a celui du témoin non ensemencé). Aucun effet sur les flores endogénes
n'était observé (10”2 ufc/g dés 14 jours pour certains lots). Au niveau organoleptique, on ob-
servait peu de différence entre les essais et les témoins, les lots étant tous jugés tres altérés
par le jury des la deuxieme semaine de conservation.

Le procédé de biopréservation du saumon fumé vis-a-vis du risque L. monocytogenes par
I'utilisation de la souche de Cb. divergens V41 est donc trés prometteur. L’inoculation de sau-
mon fumé permet d'inhiber trés sélectivement le développement des L. monocytogenes sans
modifier les autres flores endogénes et sans altérer les qualités organoleptiques du produit.
L'utilisation de cette technologie est a combiner avec le respect des bonnes pratiques
d’hygiéne et de transformation, les bactéries lactiques inoculées sur le produit ne permettant
pas de réduire une flore banale initiale trop élevée. Certains travaux complémentaires
comme l'optimisation des conditions d’utilisation de la souche de Cb. divergens V41 (niveau
d’'inoculation, résistance aux facteurs technologiques tels que sel, fumée, etc.), la validation
de l'efficacité sur des produits naturellement contaminés par L. monocytogenes et un test
sensoriel mené par un jury de consommateur seraient nécessaires pour finaliser 'utilisation
de cette technologie.
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BIOCONSERVATION DE LA CREVETTE NORDIQUE (PANDALUS BOREALIS) PAR
UTILISATION DE BACTERIOCINES DE BACTERIES LACTIQUES

Mme Héléne L. Lauzon, chef de projet
Icelandic Fisheries Laboratories, IFL a Reykjavik, Islande

DO aux développements technologiques, aux habitudes alimentaires changeantes ainsi
gu'aux besoins et exigences des consommateurs, des changements ont été apportés aux
procédés de fabrication et/ou a la formulation d’aliments. C’est pourquoi la recherche de pré-
servatifs naturels a été initiée depuis quelques décennies visant a satisfaire les consomma-
teurs tout en assurant la qualité et sécurité des aliments, plus spécifiquement pour le contrdle
des pathogenes psychrotrophes. Les agents de bioconservation sont généralement des an-
timicrobiens provenant de différentes sources (végétale, animale ou microbienne). Les bacté-
ries lactiques et leurs bactériocines ont été le sujet de plusieurs travaux de recherche, tandis
que leur application en milieu alimentaire est encore principalement au niveau de R&D. Aussi
des restrictions législatives ont retardé le développement de préservatifs naturels. Le IFL
(Icelandic Fisheries Laboratories), un institut de recherches indépendant sous l'auspice du
ministere des Pécheries d'Islande, a participé a trois importants projets couvrant le sujet de la
bioconservation de produits marins. Le premier fut fondé par des fonds nordiques et islandais
(Bioconservation: 1990-1993) et les 2 autres par des fonds européens et islandais : FAIR
CT96-1207 Quality and Safety of Cold-Smoked Fish (1996-1999) et actuellement un projet
intégré : Seafoodplus (2004-2008), qui inclut Hurdletech touchant différentes techniques afin
d’assurer la qualité et sécurité de produits marins.

La bioconservation de la crevette nordique (Pandalus borealis) par l'utilisation de bactérioci-
nes de bactéries lactiques a été étudiée lors du premier projet nordique. Le role de IFL était
de vérifier I'applicabilité de bactériocines, isolées par d’autres participants nordiques, dans
des produits marins. La crevette en saumure fut choisie, étant un excellent exemple d’'un
produit prét-a-consommer basé sur un systeme préservatif composé n'assurant pas néces-
sairement une action anti-Listeria totale. Trois essais de stockage furent conduits a 4-5°C.
Trois bactériocines (nisine Z, bavaricine A et carnocine Ul49) furent testées en premier lieu.
La nisine Z était la bactériocine plus prometteuse, car la durée de vie était augmentée de
2 semaines en comparaison au contréle (10 jours sans préservatif). Cependant, I'utilisation
de benzoate/sorbate (1000/1000 ppm) prolongea la durée de vie microbiologique d’au moins
7 semaines tout en causant la décoloration de la crevette. Au 2° essai, on étudia I'effet du
taux de sel sur l'activité anti-Listeria de la nisine Z et benzoate/sorbate. L’effet bactéricide de
la nisine Z sur Listeria innocua (ajouté volontairement) était influencé par le taux de sel, tan-
dis que celui du benzoate/sorbate n'était que bactériostatique. Au dernier essai, l'effet de
différents préservatifs et acides organiques (citrique vs. lactique) sur le développement de la
flore d'altération et de Listeria innocua dans la crevette en saumure furent étudiés. L’effet
bactériostatigue du benzoate/sorbate envers Listeria innocua dura plus longtemps avec
I'acide citrique. Aussi, un gain de durée de vie de 7 jours fut réalisé pour la combinaison
acide citrique et nisine Z, en plus de ralentir le développement de Listeria innocua. La combi-
naison benzoate/sorbate, nisine Z et acide citrique offrit une bonne maitrise de la flore
d’altération, avec une durée de vie d’au moins 10 semaines, tout en inhibant Listeria innocua
totalement. Ce travail démontre I'importance de bien déterminer les associations/parameétres
favorables a I'activité antibactérienne de préservatifs. Ainsi, il est possible de développer des
méthodes de bioconservation, et en les basant sur la combinaison d’éléments traditionnels et
naturels, une action synergique peut étre accomplie assurant ainsi la qualité et sécurité du
produit marin.
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BIOCONSERVATION
APPLICATION INDUSTRIELLE ET SPECIFICITES REGLEMENTAIRES

M. Aurélien Bouillet, M. Patrice Daniel, Mme Marie Hennard et Mme Sylvie Lorre
BIOCEANE!

Péle Bio-Ouest

rue du moulin de la Rousseliere, 44800 Saint Herblain, France

Le ferment LLO® est d'ores et déja commercialisé par Biocéane en Europe pour la bio-
préservation des produits de la mer. Cette souche a été isolée a partir de poisson, elle se
développe sous vide ou sous atmosphére protectrice sur chair de poisson a basse tempéra-
ture, ne se développe pas a 30°C et est neutre sur le plan organoleptique. En se développant
a la surface de l'aliment, le ferment LLO® présente la particularité de retarder le développe-
ment des flores d’altération. Parmi prés de 500 germes fréquemment rencontrés sur les pro-
duits de la mer, la grande majorité s’est montrée sensible au ferment LLO. Cette activité
inhibitrice du ferment LLO® ne serait pas due a une production de bactériocine. Effective-
ment, aucune molécule de ce type n'a été mise en évidence selon les techniques
d’investigation classiques. Ce ferment est commercialisé sous forme lyophilisée et fait I'objet
d’un brevet international.

En limitant le développement des flores d’altération, le ferment LLO® va permettre d’allonger
la DLC (durée limite de conservation) du produit tout en préservant ses qualités sensorielles.
Par ailleurs une action anti-Listeria a été observée sur plusieurs types de produits (poissons
fumés, viande crue).

Le procédé de bioconservation est commercialisé sur crevette décortiqguée cuite et filet de
poisson pré-cuit, d’autres applications sont en développement, concernant en particulier les
poissons fumés, les filets frais, des produits élaborés. Une application viande est par ailleurs
a I'étude.

Exemple d'application industrielle :

La société Miti commercialise depuis I'été 2002 une gamme de crevettes décortiquées cuites
conditionnées sous atmosphére protectrice. La totalité de la production de cette entreprise
est bioconservée. Les DLC ont ainsi pu étre portées a plus de 15 jours (au lieu de 8 habituel-
lement) tout en conservant des qualités sensorielles irréprochables en I'absence totale de
conservateurs chimiques.

Le ferment est appliqué par pulvérisation, un tunnel de brumisation a été spécifiquement dé-
veloppé par un équipementier. Dans le cas de produits en sauce, le ferment est simplement
rajouté dans le mélangeur apres réactivation.

La bioconservation permet ainsi d’améliorer de facon trés significative la qualité et la durée
de vie des produits traités. Toutefois, cette action n’est réellement efficace que lorsque des
conditions d’hygiene irréprochables sont respectées. La bioconservation ne peut en aucun
cas masquer de médiocre conditions de production (matiére premiére et processus de
transformation).

! La société Biocéane est localisée prés de Nantes en France, elle a été créée en 2001 par Mme Sylvie Lorre et M. Patrice Daniel. Ses activités
sont le développement et la commercialisation des ferments de bioconservation.
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Réglementation :

En France, un nouveau ferment mis sur le marché doit faire I'objet d’'une demande aupres de
la DGCCRF (Direction Générale de la Consommation de la Concurrence et de la Répression
des Fraudes). Cette autorisation est conditionnée par un certain nombre de points : innocuité
du micro-organisme (liste GRAS), non OGM, efficacité prouvée, respect des normes micro-
biologiques en vigueur. La production de bactériocine est un aspect capital. En I'absence de
production de bactériocine, la souche est alors considérée comme un ingrédient avec une
réglementation plus souple. Par contre, si I'effet « bioconservateur » est d0 & une production
d'une bactériocine, le ferment et la bactériocine doivent faire I'objet d’'une demande
d’autorisation, la bactériocine entrant elle-méme dans la catégorie des additifs.

En terme d'étiquetage, le ferment lactique doit apparaitre dans la liste des ingrédients et la

mention « produit biopréservé » ne peut apparaitre que si elle est suivie d’'une courte explica-
tion du procédé.
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BIOCONSERVATION :
UNE OPTION A LA RESCOUSSE DE L' INDUSTRIE DES PRODUITS MARINS

Introduction ala session pléniére

Michel Desbiens, microbiologiste

Ministére de I'Agriculture, Pécheries et Alimentation du Québec
Centre technologique des produits aquatiques

96, montée de Sandy Beach, bureau 1.07

Gaspé (Québec) G4X 2V6

Les produits marins transformés présents sur le marché québécois sont souvent vendus a
I'état congelé. Dans la perspective ou les producteurs désirent satisfaire une clientéle qui
s'intéresse de plus en plus aux produits élaborés a I'état frais, des mesures s'imposent pour
a la fois assurer une conservation optimale et aussi rencontrer certains objectifs sanitaires
régis par les textes réglementaires. Les procédés de bioconservation représentent une option
fort valable pour l'industrie des produits marins, aux prises avec l'occurrence aléatoire de
certains microorganismes pathogénes. Les produits visés sont surtout des aliments préts-a-
consommer, qui ne subissent pas de traitement thermique avant d’étre servis, qui ont un taux
de sel modéré (< 6 % ph. ag.) et un pH au-dessus de 5.0. On compte le saumon fumé, la
crevette saumurée et des produits de chair de crabe dans cette catégorie. Ce type de produit
pose un défi pour les entreprises; les plans HACCP indiquent certains points critiques dont le
contrble est problématique (ex. température restreignant le développement de Clostridium
botulinum) ou parfois inapplicable sans provoquer I'altération de la qualité (ex. inactivation de
Listeria monocytogenes). Ce a quoi s'ajoute I'impact des barriéres microbiologiques (« hur-
dles ») sur les qualités sensorielles des produits.

Le poisson fumé représente un cas d'espéce. Le procédé de fabrication le plus répandu est
le fumage a froid, c’'est-a-dire a des températures habituellement inférieures a 30°C pendant
guelgues heures. Le procédé inclut une étape de salage, qui peut se faire par immersion,
injection par salage a sec. Les produits vendus en Europe ont un taux de sel relativement
plus élevés (4 a 6 % sel ph. aq.) gu'au Québec (1 a 3 % sel ph. aqg.). Ainsi, les microflores
naturelles du produit demeurent pratiquement intactes. Il en va de méme pour les pathoge-
nes qui peuvent atteindre les produits aprés une post-recontamination.

Récemment, a la demande de la FDA aux Etats-Unis, un groupe d’experts de I'Institute of
Food Technologists a produit un rapport trés élaboré sur les parametres requis pour contréler
les bactéries pathogénes dans le poisson fumé. Les auteurs concluent que parmi les princi-
paux facteurs de risque figurent L. monocytogenes et C. botulinum. Il semble irréaliste
d’espérer éliminer totalement L . monocytogenes dans les aliments préts-a-consommer, mais
les bonnes pratiques industrielles peuvent contribuer & limiter sa présence a moins de
1 cellule/g a la sortie de 'atelier. Pour ce faire, il n’est pas possible de prévenir complétement
la croissance avec uniguement des combinaisons de réfrigération et de sel. Toutefois, la
croissance peut étre limitée par I'utilisation de cultures microbiennes protectrices.

Le rapport mentionne également I'occurrence de souches de C. botulinum protéolytiques en
faibles quantités dans les produits. Le risque de toxigénese peut étre contrélé en appliquant
un contrdle strict de température a moins de 3.3 °C tout en maintenant un taux de sel minimal
de 3.5 % ph. ag. sous atmosphére réduite en oxygéne.
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A titre de rappel pour éclairer les discussions, mentionnons certains articles réglementaires
qui s'appliquent au poisson fumé. Le reglement B.21.025 de la Loi canadienne sur les Ali-
ments et Drogues indique que la vente d’animaux marins ou d’eau douce fumés en embal-
lage étanche a I'air est interdite sauf si :

» le contenant subit un traitement thermique détruisant les spores de C. botulinum;
> lateneur en sel est de > 9 %;

» les produits sont cuits avant consommation;

» les produits sont gardés congelés jusqu’a consommation.

Plus spécifiqguement, la réglementation appliquée par I'’Agence canadienne d’'inspection des
aliments mentionne que les produits peuvent étre gardés réfrigérés pour une durée d’'au plus
14 jours si les emballages ont une perméabilité a 'oxygéne de plus de 2000 cc/m?/24h mesu-
rée a 24°C.

Enfin, soulignons les travaux de Dufresne et al. sur la toxigénése botulique dans la truite fu-
mée. L'étude mentionne que la conservation a 4°C n'a pas permis le développement de
toxine sur une période de 28 jours, mais qu’en situation d’abus de température, la toxine
avait été détectée quel que soit le type d’emballage (sous vide ou non). L’'emballage perméa-
ble ne retardait pas la toxigénése. Toutefois, I'altération microbienne précédait la production
de toxine.

En conclusion, le concept de bioconservation est une opportunité pour I'industrie. Des ques-
tions apparaissent : Peut-on améliorer la conservation des produits grace a des flores sélec-
tionnées? L'arsenal actuel des bactéries protectrices est-il suffisant? Les procédés sont-ils
assez efficaces ou doivent-ils étre utilisés en combinaison avec d'autres? Faut-il mettre
'accent sur la recherche de nouvelles souches, de nouvelles bactériocines, ou des méthodes
plus performantes de purification/production des peptides antimicrobiens?
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PLENIERE DU 4 MA1 2004 :

PROBLEMATIQUE DES PRODUITS MARINS PRETS-A-CONSOMMER ET POTENTIEL
DES SOUCHES BACTERIOCINOGENES ET/OU BACTERIOCINES
DANS L’'INDUSTRIE ALIMENTAIRE

Le sujet principal abordé dans le cadre de la premiére pléniére portait essentiellement sur la
problématique des produits marins et les risques associés a la contamination par Listeria
monocytogenes. En effet, le contexte actuel de commercialisation des produits marins suit
une tendance vers des produits de préférence frais, donc non congelés et peu transformés.
De ce fait, les barrieres physico-chimiques sont insuffisantes pour empécher la croissance de
L. monocytogenes (pH élevé, conditionnement, fumage a froid). Ainsi, les industries visent
une amélioration de la conservation des produits marins tout en préservant leurs qualités
organoleptiques et en assurant leur innocuité.

D’autre part, bien que les facteurs de virulence des différentes souches de L. monocytogenes
soient déterminées, les connaissances scientifiques concernant la dose minimale infectieuse
demeurent peu connues. On estime cependant qu’avec une concentration microbienne en
L. monocytogenes allant jusqu'a 100 cfu/g, les risques de contracter la maladie sont faibles.
Dailleurs, les normes européennes tolérent cette concentration. Dans |'état actuel des
connaissances, toute souche de L. monocytogenes doit étre considérée comme potentielle-
ment dangereuse quelque soit son sérotype.

Un autre aspect soulevé durant cette pléniére portait sur le mode d'addition et I'étape
d’'incorporation d’'une souche productrice de bactériocine durant la transformation d’un produit
en question tel que le saumon fumé par exemple. Une proposition d’ajout d’'une souche bio-
préservatrice (exemple : Carnobacterium spp.) serait de faire circuler les tranches de saumon
fumé sous un nuage de ferment préalablement réhydraté. Qu’en est-il de la survie de la sou-
che si celle-ci est incorporée avant fumage? Les carnobactéries résistent aussi bien avant
salage qu’avant fumage, avec pulvérisation ou par injection dans la chair. Il peut y avoir une
perte de 1 log environ mais les carnobactéries résistent assez bien et font partie de la flore
dominante des produits marins (saumon fumé) en fin de période de conservation.

Concernant la contamination par L. monocytogenes durant la transformation des saumons
fumés, I'étape de tranchage est une étape critique car elle présente un risque élevé de
contamination. Si un filet est contaminé, toutes les tranches le deviennent. Une solution a ce
probléme serait d'utiliser des lames rotatives qui seraient préalablement vaporisées de sou-
ches biopréservatrices. Ceci a d'ailleurs déja été tenté en France et a démontré des résultats
concluants.
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PLENIERE DU 5 MA1 2004 :

AVENIR DE LA BIOCONSERVATION DES PRODUITS MARINS,
APPLICATIONS ET REGLEMENTATION.

Durant la deuxieme pléniére du colloque sur la bioconservation des produits marins, I'avenir
et I'aspect réglementaire des bactériocines et des souches bactériocinogénes dans les ali-
ments ont été soulevés. Bactérie ou bactériocine? Quel est le point de vue des autorités ré-
glementaires et celui des industriels? Que pensent ces derniers du potentiel de l'utilisation
des souches bactériocinogénes et/ou des bactériocines? Les consommateurs dans tout ¢a?
Ou se placent-ils?

Nous avons tous pu remarquer les divergences sur le plan réglementaire du Canada
(tolérance 0) par rapport a I'Europe (tolérance jusqu’a 100 cfu de L. monocytogenes par
gramme de produit). Pour Santé Canada, dés que I'on parle d’allongement de la durée de vie
d’'un produit (DLC), toute substance permettant d’arriver a cette fin est regroupée dans la
catégorie des additifs alimentaires. C’est donc le cas pour les souches bactériocinogénes
et/ou les bactériocines.

Pourquoi réglementer I'utilisation de telles souches alors qu’elles font naturellement partie du
saumon et que, finalement, la biopréservation n’est qu’une reproduction de ce qui existe déja
dans la nature? Pour les autorités réglementaires, du moment que I'isolement est intention-
nel, toute souche ou bactériocine doit étre sujette a réglementation et suivre une procédure
normale d’analyse de toxicité. Les procédures sont du ressort des entreprises qui veulent
commercialiser leurs produits mais les colts et les démarches semblent décourager. Il fau-
drait que des entreprises se regroupent pour financer ce genre d'études et déposer un dos-
sier pour réglementation.

Aussi, les industriels sont trés intéressés par la bio-préservation comme nous I'avons vu dans
le cas de Biocéane. Il semblerait que I'approche soit toujours positive auprés des industriels
notamment concernant l'utilisation de ferments. De plus, il y a une bonne perception pour les
produits biopréservés et notamment, de la part des consommateurs francais. Dans le cas du
ferment LLO® (Biocéane), il n'y a eu aucune approche marketing aupres du consommateur
et le succés d'un tel produit est passé indirectement par I'étiquetage qui indiquait que le pro-
duit était biopréservé. Cela est di au fait qu’en France, il y a déja eu beaucoup de vulgarisa-
tion sur la biopréservation et d'une facon générale, le ferment lactique est trés bien percu.
Mais au Canada, il va falloir informer aussi bien les consommateurs que les industriels. Il faut
déja définir le terme de bioconservation avec Santé Canada et I'Agence Canadienne
d’Inspection des Aliments. Il y a donc toute une démarche d’information qui doit étre mise en
place.

Il'y a aussi un réel probleme éthique car bon nombre de personnes utilisent des souches
productrices de substances antimicrobiennes sans le mentionner et arrivent & contourner la
|égislation.

Quel est I'avenir de la bio-conservation des produits marins? D’une part, il semble y avoir
encore beaucoup de chemin a faire pour faire approuver I'utilisation de souches bactérioci-
nogénes ou de leurs bactériocines dans les produits marins préts-a-consommer. D’autre part,
il y a un décalage entre la recherche et les applications des bactériocines dans les produits
alimentaires comme dans le cas de la nisine par exemple. Cela est d{ aux propriétés propres
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des bactériocines (sensibilité aux protéases), aux colts reliés a la purification mais aussi aux
freins réglementaires.

En conclusion, on peut dire qu’il y a une réelle volonté pour les industriels de commercialiser
des produits “bioconservés” et les potentiels d'utilisation de souches bactériocinogénes et/ou
de leurs bactériocines (purifiées ou sous forme de bio-ingrédients) sont trés prometteurs. Le
cas Biocéane le prouve. Le chemin entre la recherche et I'application est encore long mais la
volonté des législateurs de permettre a la bioconservation de faire partie des produits marins
de demain est présente.
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SYNTHESE DES SESSIONS PLENIERES

Les applications des bactériocines et des flores lactiques dans les aliments non fermentés ne
sont pas encore trés répandues, mais on constate une intention de l'industrie & prospecter
les avantages que peuvent représenter ce type de technologie. Actuellement, les produits
fumés québécois sont pratiguement tous vendus congelés, car des dispositions réglementai-
res limitent la conservation a I'état réfrigéré a 14 jours sous pellicule perméable a l'air. Les
producteurs se déclarent toutefois tres intéressés a offrir des produits frais réfrigérés si la
durée de conservation pouvait étre allongée au-dela des 2 semaines actuellement autorisées
en emballage perméable a I'oxygene.

De toute évidence, les industriels se disent soucieux de la réponse des consommateurs face
aux procédés de bioconservation. Plusieurs émettent I'avis que le consommateur, bien que
peu au fait des différents aspects scientifiques que cela comporte, est généralement réceptif
aux innovations en autant que de l'information pertinente et facilement accessible lui est
fournie; la communication avec la clientéle est un instrument essentiel au succés de la dé-
marche. En partant du principe que le consommateur accepte d’emblée la présence de fer-
ments lactiques dans les aliments, comme c'est le cas daliments trés répandus,
I'acceptabilité des flores protectrices dans les produits marins n’apparait pas comme un pro-
bléme a priori. Dans le cas du ferment LLO® de Biocéane (France), il n’y a eu aucune appro-
che marketing et le succes peut étre lié a la mention sur I'étiquette précisant que le produit
est bioconservé. Du reste, les procédés de bioconservation représentent plus un avantage
concurrentiel pour les entreprises, qu’une valeur ajoutée souhaitée par le marché.

Les deux facteurs de risque principalement visés par les procédés de bioconservation sont
les bactéries pathogénes Listeria monocytogenes et Clostridium botulinum, en dépit du fait
gu’aucun cas de botulisme et/ou de listériose impliquant le poisson fumé n’aient été signalés
au Canada. Dans le cas de Listeria monocytogenes, les taux de sel retrouvés dans les ali-
ments ne peuvent permettre d’'en limiter la prolifération. Il ne semble pas envisageable de
restreindre I'analyse de risque aux seuls sérotypes de L. monocytogenes considérés forte-
ment hémolytiques, les autres sérotypes pouvant également se révéler pathogénes selon
I'héte. Les connaissances scientifigues concernant la dose minimale infectieuse demeurent
encore insuffisantes. Du point de vue des limites acceptables, la réglementation francaise
impose une limite de 100 cellules de Listeria monocytogenes par gramme aux produits a la
fin de la période de conservation prévue; les « challenges tests » réalisés par les producteurs
sont requis pour en faire la démonstration. Au Canada, on parle plutdt de tolérance zéro. Ce-
pendant, une limite de 100 cellules par gramme s’applique aux aliments pouvant soutenir la
croissance de Listeria monocytogenes et dont la durée de conservation est de moins de 10
jours.

Bien que beaucoup d’'études scientifiques aient porté sur I'effet protecteur des souches lacti-
ques et des peptides antimicrobiens, peu d'applications alimentaires en ont découlé. Les ver-
rous sont d‘abord d’ordre technologique. L'introduction de bactéries lactiques dans des
produits non fermentés pose certains problémes. L'efficacité des peptides antimicrobiens
peut étre tres altérée par des protéases naturelles du produits. D’ailleurs, les différentes ré-
glementations en vigueurs ont un impact sur les applications.

Les bactéries du genre Carnobacterium, souvent mentionnées dans les études, font partie de

la flore lactiqgue naturellement présente dans les produits fumés, et dominent parfois les au-
tres flores. Une proportion assez élevée des souches y produisent des peptides
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antimicrobiens. Il n’y a pas de pathologies connues provenant de ce genre microbien, qui se
montre généralement sensible a la plupart des antibiotiques.

Le volet réglementaire relatif a la bioconservation a beaucoup retenu l'intérét des partici-
pants. Pour Santé Canada, lorsqu'il s’agit d’allongement de la durée de conservation d'un
produit, toute substance permettant d’arriver a cette fin est placée dans la catégorie des addi-
tifs alimentaires.

Les industriels se disent préoccupés par le processus d’homologation de procédés faisant
appel a l'utilisation de souches microbiennes et/ou de peptides antimicrobiens dans les ali-
ments. Toutefois, Santé Canada se déclare en mesure d’assister les promoteurs dans leurs
démarches, et insiste sur la nécessité d'étre avisé dées le début du processus entrepris pour
pouvoir les conseiller efficacement.

Sur l'utilisation de ferments lactiques, des appellations génériques sont prévues aux régle-
mentations francaise et canadienne qui encadrent la question de I'étiquetage des ingrédients,
et leur introduction dans les aliments peut étre envisagée si certaines conditions sont ren-
contrées. |l faut aussi différencier les flores protectrices des ferments probiotiques, le réle
fonctionnel des ces derniers étant tout a fait distinct.

Faut-il réglementer l'utilisation de souches microbiennes naturellement présentes dans les
produits transformés? Pour les autorités, du fait que l'isolement du microorganisme et sa ré-
introduction sont volontaires, toute souche doit suivre une procédure normale d'analyse
d’'innocuité. Si une bactérie isolée d’'un aliment se révele sans risque dans un substrat donné,
il faut procéder a certaines vérifications pour établir que sa réintroduction dans un autre type
d’aliment ne génére pas de risque supplémentaire. Un historique d’exposition préalable sera
évidemment un argument significatif servant I'hnomologation d’une utilisation nouvelle d'une
souche connue. Si les évaluations scientifiques des deux pays sont comparables, il est
méme possible d’autoriser au Canada des ferments disponibles commercialement en France.
En effet, quelques entreprises en France mettent déja en marché des produits auxquels sont
inoculés un ferment lactique visant la conservation prolongée de produits alimentaires, dont
des produits marins.

Le cas de bactéries productrices de substances antimicrobiennes est considéré avec quel-
ques nuances. Les flores bactériocinogénes sont classées au cas par cas dans la catégorie
« additifs » ou dans celle des « aliments » en vertu des réglementations canadiennes; ceci
influence grandement le processus d’homologation et les codts qui y sont associés. A noter
gue les additifs de contact ajoutés aux matériaux d’emballage font I'objet d’'une réglementa-
tion distincte.

Quant aux bactériocines purifiées, il s’agit d’additifs tels que définis dans les |égislations ca-
nadienne (loi sur les aliments et drogues) et francaise. La démonstration de I'innocuité des
substances antimicrobiennes doit donc étre clairement faite pour pouvoir l'introduire dans des
applications alimentaires spécifiques. Les études scientifiques publiées sur ces substances et
les avis émis par d’autres organismes officiels de référence peuvent servir & appuyer les de-
mandes d’homologation.

L’efficacité des ferments/bactériocines ajoutés aux aliments doit bien entendu étre démontrée
par des mesures fiables supportant les allégations annoncées pour les produits en question.
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Le concept de matrice (combinaisons de différentes barrieres microbiologiques) est sans
doute une option des plus stratégiques pour viser la meilleure efficacité des procédés de
bioconservation. L'effet de synergie, voulant que l'efficacité globale d’'une combinaison soit
supérieure a la somme des effets de chacune des composantes, est probablement un gage
de succes.

La question des modes d’inoculation des ferments lactiques protecteurs a été soulevée. Ap-
paremment, des méthodes plutdt simples telles I'aspersion en bruine des inoculums lyophili-
sés puis réhydratés, semblent tout a fait réalisables en usine; des équipements sont déja
disponibles. L’inoculation par pulvérisation sur les lames de tranchage a aussi été tentée
avec succes en France. Des adaptations aux méthodes sont toutefois a faire. Il faut viser des
conditions qui permettent aux bactéries de s’implanter, de croitre et de survivre. Par exemple,
il y a une réduction notable de la concentration et de survie de ferment si les étapes de sa-
lage et de fumage sont réalisées aprés lintroduction des bactéries dans le produit.
L'inoculation du produit a plus de chance de succeés si elle est réalisée aprés ces étapes.
Apparemment, les Carnobacterium résistent bien au salage et au fumage, avec pulvérisation
ou par injection dans la chair. Il peut y avoir une perte d’environ 1 log, mais les survivants
montrent une bonne résistance. Il est aussi mentionné que les flores microbiennes intrinse-
ques varient beaucoup d'une usine de transformation a l'autre, et que des essais préalables
sont nécessaires pour chaque type de produit avant de passer a I'échelle pilote.

Les industriels présents ont rappelé gu'ils vivent constamment avec le spectre de contamina-
tions par Listeria monocytogenes dans les produits mis en marché, et font part de leur intérét
manifeste pour disposer de technologies qui leur permettraient de s’affranchir de cette
contrainte de maniére aussi efficace que possible. Ainsi, la biopréservation leur apparait
comme une possible solution innovatrice et prometteuse. Mais dans un objectif de retour sur
I'investissement, le développement de procédés de bioconservation semble, pour les petites
et moyennes entreprises du Québec, difficile & mettre en ceuvre compte tenu des pré-requis
et des efforts de recherche nécessaires. Des regroupements d’entreprises pourraient finan-
cer ce genre d’études et déposer un dossier pour la réglementation. Les entreprises de trans-
formation peuvent en revanche « acheter » des procédés déja homologués et disponibles sur
le marché et les incorporer dans leur plan d'affaires. Et s'il n’a été question dans ce colloque
que d’applications alimentaires, il faut aussi considérer que les bactériocines peuvent débou-
cher sur des applications médicales et vétérinaires, et constituent un domaine de recherche
d’importance.

Tous les participants s’entendent sur le fait que la biopréservation n’est pas un substitut aux
bonnes pratiques industrielles, a I'hygiéne et a I'assainissement efficace en usine. On peut
parler de contréler le développement de bactéries pathogénes, mais il est illusoire de penser
a atteindre le risque zéro.
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