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Notations

Nomenclature

A

[A]
AFSSA
[AH]
ANRT
ARS
ATP

Aw

Aw min

Aw max

Ay opt
BHI

C

C

Cair

CC
Cce’tuvage
chlobale
Ccstockage
CcC=1

CIFRE
CM

CMI
CMI°

CP
Csurface

CTSCCV
D

D

D
D

DLC
Dier
Dy
Dy

€p
ERRC

Fcalculée

FICT
F table
h

h’
HCl
HRair

Accroissement de la population bactérienne correspondant a la différence entre les
concentrations (exprimées en logarithme népérien) initiale et maximale
concentration en acide dissocié (mM)
Agence Frangaise de Sécurité Sanitaire des Aliments
concentration en acide non dissocié (mM)
Association Nationale de la Recherche Technique
Agriculture-agricultural Research Service
Adénosine TriPhosphate
activité de I’eau (sans dimension)
a,, minimale de croissance (sans dimension)
Awmin® 8w min absolue (ay min, lorsque les autres parameétres environnementaux sont a
leur valeur optimale de croissance et en absence d’inhibiteur) (sans dimension)
a,, maximale de croissance (sans dimension)
a, optimale de croissance (sans dimension)
Brain Heart Infusion
concentration en substance inhibitrice (mM ou pourcentage)
concentration massique en eau dans le produit (kg d’eau.m™)
concentration massique en eau dans I’air (kg d’eau.m™)
Capacité de Croissance (U Log)
CC pendant le procédé d’étuvage (U Log)
CC pendant le procédé global (U Log)
CC pendant I’étape de stockage (U Log)
courbe représentant les conditions d’a,, pH, inhibiteur(s), température pour lesquelles
I’accroissement de population prédit a I’issue du stockage est égal a 1,0 U Log
Convention Industrielle de Formation par la REcherche
fonction des modeles cardinaux caractérisant [’influence des paramétres
environnementaux SUr Wmax
Concentration Minimale Inhibitrice (mM ou pourcentage)
CMI absolue (CMI, lorsque les autres parameétres environnementaux sont a leur valeur
optimale de croissance et en absence d’autre substance inhibitrice) (mM ou pourcentage)
capacité thermique massique a pression constante (J.kg'.K™)
concentration massique en eau de 1’air au contact du produit (kg d’eau.m™)
Centre Technique de la Salaison, de la Charcuterie et des Conserves de Viandes
temps de réduction décimale, lorsque la température, le pH et 1’a,, sont pris en compte
(s ou min) (mod¢le de Mafart et Leguérinel)
diffusivité de I’eau dans le produit (m*.s™)
temps de réduction décimale dans les conditions de référence (modéle de Mafart et
Leguérinel) de température, pH et a,, et pour un substrat donné (s ou min)
temps de réduction décimale apparent (modéle de Mafart et Leguérinel) en fonction des
conditions de température, pH et a,, postérieures au traitement thermique
Date Limite de Consommation
Dy a la température de référence (s ou min)
diffusivité thermique (m*.s™)
temps de réduction décimale a la température O (s ou min) i.e. temps nécessaire a la
température O pour réduire par dix la population bactérienne
épaisseur de 1’aliment modéle (mm ou cm)
Eastern Regional Research Center
variable de Fisher calculée
Fédération francaise des Industriels Charcutiers traiteurs et Transformateurs de viandes
variable de Fisher lue dans la table
coefficient de transfert de chaleur convectif (W.m>.K™)
coefficient de transfert de chaleur conductif (W.m2.K™")
acide chlorhydrique
Humidité Relative de I’air (%)
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No

NaA
NaCl
NaOH
NF

Nmax
OFIVAL

p
Pa

Po

pKa
p/p
pH
pHmin
pHmino

pHmax
pHopt
Plgm

pm
SCE

UFC
U Log
UpH
URV
USDA
Vair
v/p

Intervalle de Confiance (%)

International Commission on Microbiological Specifications for Food

Institut National de la Recherche Agronomique

International Standard Organization

densité de flux de chaleur di a Iévaporation d’eau (W.m™)

densité de flux de chaleur par convection a I’interface air/produit (W.m™)
densité de flux de chaleur par conduction entre le produit et son support (W.m?)
densité de flux de chaleur par rayonnement (W.m™)

densité de flux de chaleur par conduction dans le produit (W.m?)

densité de flux d’eau dans le produit (kg d’eau.m™.s™)

densité de flux d’eau a I’interface air/produit (kg d’eau.m™.s™)

constante de vitesse de réaction d’ordre 1 (t7)

constante dépendant de 1’état physiologique de 1’inoculum reliant p,., et lag (Mode¢le de
Rosso) (sans dimension)

coefficient de transfert d’eau (m.s™)

kilo Gray

largeur du parallélépipede d’aliment (cm)

longueur du parallélépipede d’aliment (cm)

temps de latence (h ou semaines)

chaleur latente de vaporisation de 1’eau (J.kg™)

quantité de données utilisées pour calculer la SCE pour le test de Fisher
concentration bactérienne au temps t (UFC.g™")

concentration bactérienne initiale (UFC.g™")

acétate de sodium

chlorure de sodium

hydroxyde de sodium

Norme Frangaise

concentration bactérienne maximale (UFC.g™")

Office National Interprofessionnel des Viandes, de I’élevage et de I’ Aviculture
parametre du modéle secondaire d’Augustin pour la prise en compte de I’influence d’une
substance inhibitrice

nombre de parametres optimisés du modéle ayant le plus de paramétres optimisés lors de a
réalisation de test de Fisher

nombre de parameétre(s) optimisé(s) du modele ayant le moins de parameétre(s) optimisé(s)
lors de la réalisation de test de Fisher

constante de dissociation de 1’acide (sans dimension)

poids par poids de viande (g.g")

potentiel d’hydrogéne (U pH)

pH minimal de croissance (U pH)

PHmin absolu (pHum, lorsque les autres paramétres environnementaux sont a leur valeur
optimale de croissance et en absence d’inhibiteur) (U pH)

pH maximal de croissance (U pH)

pH optimal de croissance (U pH)

partie par million

coefficient de détermination de la droite de régression

rotations par minute

surface du parallélépipéde d’aliment modéle (cm?)

Somme des Carrés des Ecarts

temps (s, min, h ou semaines)

Unité Formant Colonie

Unité Logarithmique (Logarithme décimal)

Unité pH

Unité de Recherches sur la Viande

United State Department of Agriculture

vitesse de I’air (m.s™)

volume par poids de viande (ml.g")



Notations

X axe selon lequel le transfert de chaleur s’effectue

X température, pH ou a,,

z ¢élévation de température (°C) permettant de diminuer d’un facteur dix Dy

Zx écart de température, pH ou a, par rapport a une valeur de référence entrainant une
variation de D* d’un facteur dix (s’exprime dans I’unité de X : °C, U pH ou sans dimension)

Symboles grecs

o’ niveau de signification des tests de Fisher

Y fonction des modéles gamma caractérisant I’influence des paramétres environnementaux
Sur WUmax

Y fonction du modéle de Le Marc caractérisant 1’influence du pH

€ émissivité (sans dimension)

0 température (°C ou K)

0, 0 d’intersection de la premiére partie linéaire de la courbe pm.~ = f(0) avec ’axe des
abscisses, dans la représentation graphique du mod¢le de Charles-Bajard (°C)

0. 0 de rupture de pente de la courbe pm. = f(0) avec I’axe des abscisses dans la
représentation graphique du modéle de Charles-Bajard (°C)

Omax 0 maximale de croissance (°C)

Omax’ Omax absolue, lorsque les interactions entre parametres environnementaux sont prises en
compte pour déterminer O,y i.e. Onax lorsque les paramétres environnementaux sont a leur
valeur optimale de croissance, en absence d’inhibiteur (°C)

Ormin 0 minimale de croissance (°C)

Omin® Omin absolue (O, lorsque les autres paramétres environnementaux sont a leur valeur
optimale de croissance et en absence d’inhibiteur) (°C)

Oopt 0 optimale de croissance (°C)

A conductivité thermique (W.m".K™)

A fonction du modele de Mafart et Leguérinel décrivant I’influence de la température, du pH
oude ’ay, sur D ou D’

Hmax taux maximal de croissance (h'l)

Wopt Wmax, dans un milieu de référence en condition optimale de croissance (h'l)

& fonction du modéle de Le Marc caractérisant 1’influence des interactions entre paramétres
environnementaux

p masse volumique (kg.m™)

p' fonction du modéle secondaire de Le Marc caractérisant I’influence de la température

c écart-type

c’ constante de Stefan-Boltzmann (égale 4 5,67.10"W.m=.K™)

T fonction du modele de Le Marc caractérisant 1’influence de la concentration en acide

Indices et exposants

© relatif a la valeur minimale (ou maximale) d’un paramétre, lorsque les autres parameétres
sont a leur valeur optimale et en absence d’inhibiteur : valeur absolue

air relatif a I’air

aliment relatif a I’aliment

D relatif a ’acide dissocié

i relatif & la substance inhibitrice i

] relatif a la substance inhibitrice j

max maximum

min minimum

opt optimum

ref relatif & une valeur de référence

sup relatif au support sur lequel est posé 1’aliment

surface relatif & la surface de I’aliment

u relatif a I’acide indissocié

W relatif a I’eau






-Sommaire-



10



Sommaire

Remerciements

Notations
Sommaire

Introduction

ETUDE BIBLIOGRAPHIQUE

1- Procédé de fabrication des lardons
1-1. Désossage, découennage et parage
1-2. Saumurage
1-3. Etuvage
1-4. Fumage
1-5. Cubage
1-6. Conditionnement
1-7. Stockage
2- Influence des principales étapes du procédé de fabrication des lardons sur le
développement de L. monocytogenes
2-1. Désossage, découennage et parage
2-2. Saumurage
2-3. Etuvage
2-4. Fumage
2-5. Cubage
2-6. Conditionnement
2-7. Stockage
3- Modélisation de I’évolution de la contamination de L. monocytogenes au cours d’un
procédé
3-1. Modeles de microbiologie prévisionnelle
3-2. Modéeles de transferts
3-3. Modélisation d’un systéme dynamique
4- Conclusion

MATERIELS ET METHODES

1- Souche bactérienne
2- Aliment modéle
2-1. Matiére premicre
2-2. lonisation
2-3. Produits ajoutés
3- Matériels
3-1. a,-métre
3-2. pH-m¢tre
3-3. Etuves
3-4. Enregistreur de température
3-5. Incubateurs bactériologiques
3-6. Hotte a flux laminaire
3-7. Ensemenceur spiral
8. Stomacher
-9. Incubateur a agitation orbitale
1
1

11

1 |l

[N=)



Sommaire

4- Expériences préliminaires 60
4-1. Evaluation de la durée des expériences 60
4-2. Ajustement de I’a,, 61
4-3. Ajustement du pH 61
4-4. Inoculation de la viande 62
4-5. Détermination des procédés d’étuvage 62

5- Protocole 63
5-1. Précultures 64
5-2. Contréle de I’ay, du pH et du pourcentage d’inhibiteur(s) 64
5-3. Cinétiques bactériennes 64

6- Plans d’expériences 66
6-1. Influence de I’a,, et du pH 67
6-2. Influence de la nature et de la concentration en inhibiteur 67
6-3. Influence du procédé d’étuvage 67

7- Traitements des données 68
7-1. Etude des capacités de croissance 68
7-2. Modélisation des cinétiques de Listeria 69
7-3. Modélisation du transfert de chaleur 77
7-4. Modélisation combinée de 1’évolution de la température et de la cinétique bactérienne 80

RESULTATS 85

1- Expériences préliminaires 87
1-1. Durée des expériences 87
1-2. lonisation 87
1-3. Inoculation de la viande 87
1-4. Domaines et niveaux des facteurs étudiés 88
1-5. Ajustement de 1’a,, 89
1-6. Ajustement du pH 93

2- Etude et mod¢élisation du développement de L. monocytogenes en fonction du pH et de ’a,, 94
2-1. Résultats expérimentaux 94
2-2. Modélisation 96

3- Ftude et modélisation du développement de L. monocytogenes en présence d’inhibiteur(s) 101
3-1. Lactate de sodium 101
3-2. Autres inhibiteurs 106
3-3. Deux inhibiteurs 111

4- Etude et modélisation du développement de L. monocytogenes en fonction du procédé

d’étuvage 114
4-1. Résultats expérimentaux 114
4-2. Modélisation 119

5- Validation du modéle combiné a 4°C 133
5-1. En condition statique de température 134
5-2. En condition dynamique de température 137

Discussion et perspectives 141

Conclusion 155

Références bibliographiques 161

Annexes 175

Publications, articles et communications 181

12



-Introduction-

13



14



Introduction

La mise sur le marché de nouveaux produits répond a une attente des consommateurs
(facilité d’utilisation, maintien des qualités organoleptiques et nutritionnelles...), mais génére
parfois de nouveaux problémes sur le plan microbiologique. C’est le cas pour les lardons,
valorisation avancée de la viande de porc datant de la fin des années 1980, dont un des risques
microbiologiques majeurs est 1i¢ a une bactérie : Listeria monocytogenes. En effet, la filiére
porcine, depuis 1’abattoir jusqu’a I'usine de transformation, est particuliérement sensible au
risque de contamination par L. monocytogenes (Giovannacci et al., 1999): plusieurs
¢épidémies de listériose ont été liées a la consommation de rillettes ou de langues de porc en
gelée (Jacquet et al., 1994 ; De Valk et al., 2000 ; Goulet et al., 2004). Au cours du procédé
de fabrication des lardons, il n’y a aucun traitement physique ou chimique suffisamment
drastique pour éliminer la totalité de la population de L. monocytogenes éventuellement

présente.

Les épidémies de listériose, ainsi que leur impact médiatique, ont fortement ¢branlé la
confiance des consommateurs vis-a-vis des produits de charcuterie/salaison. La gravité des
conséquences, pour la santé des consommateurs bien évidemment, mais également pour la
pérennité des entreprises concernées par ces crises, a conduit les professionnels a étudier les
potentialités de destruction, de survie et de croissance de L. monocytogenes au cours de la
fabrication et de la conservation de leurs produits. Ces études consistent en la réalisation de
tests d’épreuve (ou challenge-tests) qui simulent principalement une contamination
accidentelle du produit fini (challenge-test produit) ou du produit au cours de sa fabrication
(challenge-test procédé¢). Cependant, la réalisation de telles expériences est longue et
onéreuse, il est donc matériellement impossible de tester I'impact de chaque variation de
procédé. C’est particulierement le cas pour les lardons, puisqu’il n’est pas rare qu’au sein

d’une méme entreprise, de nombreuses formulations co-existent.
b

Face aux limites de ces méthodes, I'utilisation de la microbiologie prévisionnelle
constitue un outil qui peut aider les professionnels a garantir la qualité hygiénique de leurs
produits. En effet, les modéles de microbiologie prévisionnelle permettent d’étudier I’impact
de variables clefs d’un procédé (conditions de fabrication, de conservation, formulation ...) et

d’un produit (propriétés physico-chimiques) sur le développement d’un microorganisme.
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Introduction

Les prédictions des modeles sont, en régle générale, satisfaisantes :

- quand les microorganismes se développent bien (en conditions optimales de

croissance),

- quand les milieux sont liquides et comprennent un nombre limité de constituants

(comme les milieux de culture de microbiologie),
- quand les conditions environnementales, principalement la température, le pH et
I’activité de 1’eau, sont stables.

En effet, les expériences utilisées pour la construction des modéles réunissent souvent
I’ensemble de ces conditions. En agroalimentaire, les produits, les formulations et les
procédés sont complexes. Les lardons sont hétérogeénes, solides, et leur formulation fait
intervenir de nombreux ingrédients, comme les acides ou les sels d’acides organiques, qui
peuvent influer sur le développement bactérien. Les différentes étapes du procédé engendrent
des variations des propriétés physico-chimiques (pH, activité de 1’eau, mais surtout
température). Ainsi, alors que certaines étapes du procédé permettent la croissance de

Listeria, d’autres peuvent contribuer a détruire une partie de la population bactérienne.

La question a laquelle nous devons répondre peut étre formulée ainsi: quel est le
comportement de Listeria lors du procédé de fabrication des lardons et lors de leur stockage
avant consommation ? Cette question se pose tous les jours aux professionnels de la
charcuterie/salaison. En effet, les poitrines de porc, matiére premiere pour la fabrication des
lardons, peuvent potentiellement étre contaminées par L. monocytogenes et, lors du procédé,
leurs propriétés physico-chimiques (température, pH et a,) €voluent suffisamment pour
modifier le développement de L. monocytogenes. Pour répondre a la question, il est donc
impératif de disposer :

- d’une base de données expérimentales permettant de connaitre le comportement de

Listeria dans de nombreuses situations,

- d’un outil de simulation comportant :
0 des modeles prédisant la croissance de Listeria :
* méme lorsque les conditions environnementales sont éloignées
des conditions optimales de croissance de la bactérie,
* en prenant en compte les ingrédients incorporés a la poitrine de
porc et susceptibles d’influencer le développement de Listeria.

0 des modéles prédisant la destruction de Listeria en fonction des procédés

thermiques appliqués.
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Les mod¢les de microbiologie prévisionnelle doivent également pouvoir tenir compte
de I’évolution des propriétés physico-chimiques de I’aliment, comme sa température.
Cependant, dans la pratique, ces propriétés ne sont mesurées qu’a des instants donnés et en
des endroits précis. Aussi, afin de disposer de données caractérisant le produit en continu, il
est nécessaire d’utiliser des modeles de transferts de chaleur et de maticre.

Les modéles de croissance, de destruction microbienne et de transferts existent, mais
ont été construits isolément, selon des hypotheéses qui limitent leurs applications a des
conditions restreintes. Afin de répondre a la question précédente, il faut donc réunir les

compétences de deux champs disciplinaires, la microbiologie et le génie des procédés.

Répondre a la question « quel est le comportement de Listeria lors du procédé de
fabrication des lardons et lors du stockage avant consommation ? » revient a vouloir disposer
d’un modéle combiné, capable de prédire I’évolution de la température en tout point du
produit, en fonction des variables de contrdle des procédés d’étuvage et de stockage. Ces
données seront intégrées dans les modeles de microbiologie prévisionnelle, afin de déterminer
I’évolution de la population bactérienne (croissance ou destruction) au cours du procédé de
fabrication des lardons et de leur stockage. Les effets du saumurage et du fumage seront
également pris en compte car ces étapes influencent les propriétés physico-chimiques des
lardons (ay, pH, nature et concentration en sels d’acides organiques et en fumée liquide) qui,

elles-mémes, controlent le développement bactérien.

Ce document comprend quatre chapitres :

- une ¢étude bibliographique, qui a pour objectif de présenter les étapes unitaires du
procéd¢ de fabrication des lardons. Pour chacune des étapes, nous étudierons les
propriétés physico-chimiques qui influencent le développement de Listeria. Nous nous
intéresserons également :

0 aux modeles de microbiologie prévisionnelle permettant de prédire la
croissance ou la destruction bactérienne,

0 aux modeles de génie des procédés prédisant les transferts d’eau et de
chaleur, entre un aliment et son environnement au cours d’un procédé ;

- les matériels et méthodes utilisés au cours des expériences sont présentés dans le
deuxieéme chapitre. Un soin particulier est apporté a la description du traitement des

données de thermique et des cinétiques bactériennes ;
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le troisiéme chapitre présente les résultats obtenus lors de 1’é¢tude de I’influence, sur le
développement de Listeria, des propriétés physico-chimiques du produit, elles-mémes
modifiées par les étapes clefs du procédé. Les résultats relatifs a 1’optimisation des
paramétres des modéles et a leur validation sont également présentés. Ce chapitre
¢tudie la faisabilit¢ d’une modélisation intégrée de trois modéeles : les modeles de
microbiologie prévisionnelle (croissance et destruction) et le modéle de transfert de
chaleur ;

les hypothéses de calcul qui ont été faites, les éventuelles améliorations a apporter aux
différents modeles utilisés et les perspectives envisagées pour prolonger ce travail sont

discutées dans le quatrieme chapitre.

Cette thése a été financée par :

- le Centre Technique de la Salaison, de la Charcuterie et des Conserves de Viandes
(CTSCCV),

- D’ANRT de la région Ile-de-France dans le cadre d’une convention CIFRE passée
entre le CTSCCV et I’Unité de Recherches sur la Viande de I'INRA de
Clermont Ferrand/Theix,

- T'OFIVAL (Etude et modélisation de I’influence des sels d’acides organiques sur le

développement de Listeria monocytogenes).



-Etude bibliographique-
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Au cours de ce chapitre, le procédé de fabrication des lardons sera décrit.

Nous nous attacherons, ensuite, a mettre en évidence 1’influence des étapes unitaires de ce
procédé sur les propriétés physico-chimiques qui contrdlent le développement de Listeria. La
majorité des recherches sur le développement des microorganismes a été réalisée en milieu
liquide de laboratoire. Or, des études ont montré que les résultats obtenus en milieu liquide ne
pouvaient pas étre extrapolés pour décrire le comportement des microorganismes dans des
produits alimentaires solides (Robins et Brocklehurst, 1994 ; Meldrum et al., 2003 ;
Koutsoumanis et al., 2004). Nous limiterons donc notre étude bibliographique aux résultats
obtenus en milieu solide et nous nous intéresserons particulierement a L. monocytogenes.

En tenant compte des étapes unitaires du procédé de fabrication des lardons, des propriétés
physico-chimiques de [D’aliment et des caractéristiques du microorganisme, nous
déterminerons, dans une troisiéme partie, les besoins en terme de modélisation, pour prédire

le développement d’un microorganisme présent dans un aliment soumis a un procédé.

1 - Procédé de fabrication des lardons

La fabrication de lardons, valorisation de la poitrine de porc, est une innovation
technologique datant de la fin des années 1980. Les lardons sont répertoriés dans le code des
usages de la charcuterie, de la salaison et des conserves de viandes (CTSCCV, 1997), comme
des produits élaborés a partir de poitrine de porc a laquelle du chlorure de sodium est
incorporé et, selon les recettes, des sucres, épices, alcools, condiments, aromes, fumées, flore
de biopréservation.

En France, la production de lardons augmente continuellement : elle était, en 2003, de
I’ordre de 15 000 tonnes (+12,6% par rapport a 2002) pour les lardons salés ou saumurés, et
de 46 417 tonnes (+0,1%) pour les lardons séchés ou fumés. Ainsi, plus de 50% des poitrines
se commercialisent aujourd’hui sous forme de lardons (FICT, 2004).

Au cours du procédé de fabrication des lardons, les poitrines de porc subissent différentes
opérations unitaires qui font évoluer leurs propriétés physico-chimiques (pH, ay, température,
texture, couleur...). Or, les propriétés physico-chimiques ont une influence prépondérante sur
la valeur nutritionnelle du produit fini, sur ses qualités organoleptiques, sur le rendement
technologique (rapport entre le poids du produit fini et celui de la viande utilisée) et sur le

développement de la flore microbienne.
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Dans ce travail, nous décrirons uniquement les étapes unitaires du procédé de fabrication

des lardons, dont le diagramme est présenté¢ sur la Figure 1. Nous ne discuterons pas de

I’influence de la qualit¢ de la matiére premiére sur les propriétés physico-chimiques des

lardons.

Figure 1 : diagramme de fabrication des lardons (FICT, 2000)

1-1. Désossage, découennage et parage

réception des poitrines de porc

v

découennage, parage, désossage

v

saumurage

¥

¢gouttage

v

¢tuvage

v

fumage éventuel

v

refroidissement

v

cubage

v

conditionnement

v

stockage

Les poitrines de porc sont d’abord désossées, découennées et parées. Ces opérations sont

réalisées dans des locaux, dont la température est controlée et est inférieure a 2°C pour limiter

la prolifération bactérienne (FICT, 2000).

Le parage consiste a ¢liminer I’excédent de gras de couverture. L’épaisseur de la couche de

gras résiduelle influence 1’évolution de la température dans les poitrines au cours du procédé.

En effet, plus la couche de gras est épaisse, et plus le transfert de chaleur est ralenti

(Mohsenin, 1980).
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1-2. Saumurage

La saumure est une solution aqueuse dans laquelle sont dissous les ingrédients de salaison :

chlorure de sodium (de I’ordre de 20 kg pour 100 litres d’eau), nitrite de potassium, nitrate de

sodium, sucres (saccharose, dextrose, lactose et sirop de glucose), acides organiques (acides

lactique, acétique, citrique...), sels d’acides organiques (lactate de sodium, acétate ou de

diacétate de sodium), acide érythorbique, alcools (vin, liqueur) et épices (Frentz et Juillard,

2003). Les propriétés technologiques des ingrédients de la saumure sont présentées dans le

Tableau 1. Les conditions d’utilisation des additifs de la saumure sont présentées dans le

Tableau 2. Pour 1000 kg de viande, environ 140 kg de saumure sont nécessaires.

Tableau 1 : propriétés technologiques des ingrédients de la saumure (Durand, 1999)

Ingrédients

Propriétés technologiques

Eau

Chlorure de sodium

Nitrite de
potassium

Nitrate de sodium

Sucres

Acides organiques

Sels d’acides

Solvant pour les autres ingrédients
Limitation des défauts de texture
Augmentation du rendement technologique

Développement du goft salé

Augmentation du pouvoir de rétention d’eau des protéines, donc du
rendement technologique

Diminution de 1’activité de 1’eau, donc limitation ou inhibition de la
croissance microbienne

Formation de la couleur
Formation de I’ardme caractéristique des salaisons
Limitation ou inhibition de la croissance microbienne

Précurseur des nitrites

Substrats pour la croissance de la flore de biopréservation

Fixation de molécules d’eau, donc augmentation du rendement
technologique

Pouvoir réducteur favorisant la formation et le maintien de la couleur

Diminution du pH, donc limitation ou inhibition de la croissance
microbienne

Limitation ou inhibition spécifique de la croissance microbienne par les
anions

Précurseur des acides organiques

organiques Diminution de I’activité¢ de 1’eau, donc limitation ou inhibition de la
croissance microbienne

Acide érythorbique  Réducteur impliqué dans la formation de la couleur

Alcools Développement du gofit

Epices Développement du golt
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Tableau 2 : conditions d utilisation des additifs de la saumure (Durand, 1999)

Additifs Dose maximale autorisée
Acides acétique (E260), lactique (E270), Quantum satis*

citrique (E330)

Lactate de sodium (E325), Quantum satis*

Acétate (E262) ou diacétate de sodium

Nitrate de sodium (E251) 250 mg.kg™ de viande
Nitrite de potassium (E249) 100 mg kg™ de viande
Acide érythorbique (E315) 500 mg kg™ de viande

*quantum satis signifie que 1’additif peut étre utilisé jusqu’a obtenir I’effet souhaité.

Du fait de contraintes technologiques (en particulier limitation de la baisse du pH) et
organoleptiques, les professionnels limitent 1’ajout des acides et des sels d’acides organiques.
Ce sont préférentiellement les sels d’acides qui sont utilisés (1 a 3 g de lactate de sodium pour
100 g de lardons (1 a 3% p/p), 0,2 a 0,8% p/p d’acétate ou de diacétate de sodium, mélange de
50% d’acide acétique et d’acétate de sodium).

La saumure, dont la température est controlée a 2,5 £ 1,0°C, est parfois directement
injectée dans la viande a I’aide d’aiguilles. La saumure qui n’a pas été retenue par la viande
est filtrée, puis remise en circulation avec de la saumure « fraiche » pour maintenir constants
les concentrations en ingrédients et le volume dans le circuit. Le nettoyage du circuit de
re-circulation est indispensable pour garantir la qualité hygiénique des produits et éviter le
risque de contamination croisée des viandes et de la saumure (Gill et al., 2005).

Au cours du saumurage, ’'usage d’un malaxeur se généralise. Il favorise, par action
mécanique, les échanges de solutés entre la viande et la saumure. Le malaxage est constitué
de cycles alternés de temps de travail et de repos, au cours desquels les ingrédients de la
saumure migrent dans les muscles (Durand, 1999). Cette opération est réalisée a des

températures de I’ordre de 4 a 6°C, pour limiter les risques de prolifération microbienne.

1-3. Etuvage

Les poitrines sont égouttées, puis étuvées. Le procédé d’étuvage est trés variable d’une
entreprise a I’autre. On distingue les étuvages « haute température », qui sont réalisés entre 50
et 55°C pendant des durées comprises entre une heure et une heure et demi, des étuvages
« basse température » (30 a 45°C) pendant 12 a 24 heures (Frentz et Juillard, 2003). En aucun

cas, I’étuvage ne conduit a la cuisson du produit.
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Cette hausse de température peut entrainer une baisse de 1’activité de 1’eau (ay,) du produit,
du fait d’une évaporation en surface. Ainsi, pour limiter la perte de poids des poitrines et
garantir un rendement technologique satisfaisant, ’humidité de I’enceinte d’étuvage est aussi

controlée.

1-4. Fumage

Le fumage ou fumaison est I’opération qui consiste a soumettre une denrée alimentaire a
I’action des produits qui se dégagent lors de la combustion incompléte de certains végétaux
(Girard, 1988). L’étape de fumage n’est pas obligatoire dans le procédé de fabrication des
lardons. Elle peut étre appliquée pour développer des caractéristiques organoleptiques
spécifiques (couleur, flaveur), méme si, a l’origine, le fumage était un procédé de
conservation.

Le fumage a lieu dans une cellule fortement ventilée, sans humidification, maintenue a une
température de I’ordre de 50°C a 60°C. Sa durée (de une heure et demi a six heures) et la
composition de la fumée varient en fonction du gotit recherché (Poma, 1998). Aujourd’hui,
I’utilisation de fumées liquides (entre 0,1 et 0,3 ml pour 100 g de viande, 0,1-0,3% v/p) tend a
se généraliser. Elles sont majoritairement constituées de composés phénoliques (Niedziela et
al., 1998) : phénol, guaiacol et ses dérivés, syringol et ses dérivés, eugénol, mais également de
formaldéhyde, cétones, acides, furane et pyranne (Sunen et al., 2001) en solution dans de

I’acide acétique (Girard, 1988).

1-5. Cubage

Apres le fumage, les poitrines sont refroidies a des températures inférieures a 0°C, pouvant
atteindre -6 a -8°C. Ces températures négatives sont indispensables pour garantir une coupe
réguliére. La mise en forme des lardons est effectuée avec une lardonneuse constituée d’un
. : , : . .
jeu de lames alternatives et d’une lame rotative, pour la section du lardon, la longueur étant

déterminée par 1’épaisseur de la poitrine.

1-6. Conditionnement

A T’échelle industrielle, le dosage et la mise en barquette sont généralement accompagnés
d’un refroidissement secondaire : le lardon étant un produit humide et salé, il peut

s’agglomérer facilement, des températures de -12 a -15°C limitent ce défaut.
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La barquette est mise sous atmosphere modifiée (en général, de 1’azote). Préalablement a
cette étape, certains fabricants pulvérisent sur le produit de 1’acide lactique ou du lactate de
sodium pour améliorer la conservation. L’ajout de flore de biopréservation (principalement

des bactéries lactiques du genre Lactobacillus) peut éventuellement avoir lieu.

1-7. Stockage

Les barquettes de lardons sont stockées a des températures inférieures a 3°C (FICT, 2000).
A cette température, le produit est stable et les propriétés physico-chimiques évoluent tres
lentement. La durée de conservation des lardons, c'est-a-dire de leur fabrication a leur date

limite de consommation, est en moyenne de 45 jours.

2 - Influence des principales étapes du procédé de
fabrication des lardons sur le développement
de L. monocytogenes

La filiére porcine, de ’abattoir a 1’'usine de transformation, est particuliérement sensible au
risque de contamination par L. monocytogenes, du fait de son portage dans le tractus intestinal
ou sur la peau des porcs, de la contamination croisée, en particulier, dans les chambres froides
et les salles de découpe (Giovannacci et al., 1999).

Au cours du procédé de fabrication des lardons, de nombreux facteurs physico-chimiques
sont controlés et permettent de limiter le développement de L. monocytogenes. En fonction
des opérations unitaires, différentes stratégies sont employées pour garantir la qualité

hygiénique des lardons.

2-1. Désossage, découennage et parage

Dans les salles de découpe, le maintien d’une température inférieure ou égale a 2°C limite
ou inhibe la prolifération microbienne. Cependant, Listeria est un germe psychrotrophe
(Larpent, 2000), c'est-a-dire que sa croissance, méme si elle est ralentie, est possible jusqu’a
des températures de I’ordre de 1°C. Par exemple, dans du paté de porc, 1’abaissement de la
température de 10°C a 4°C allonge le temps de latence (lag) de L. monocytogenes d’un

facteur sept et multiplie le temps de génération par environ trois (Farber et al., 1995).
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Dans du jambon cuit stérile (pH 6,2), le temps de latence de L. monocytogenes est divisé par
trois, lorsque la température passe de 4°C a 8°C; le temps de génération est, quant a lui,
divisé par deux (Devlieghere et al., 2001).

La température minimale permettant la croissance de Listeria est également liée a la valeur
des autres parametres environnementaux : elle augmente, lorsque le pH est acide et 1’a,, basse

(Koutsoumanis et al., 2004).

2-2. Saumurage

2-2.1. Chlorure de sodium

En début de procédé, les poitrines de porc ont une ay,, proche de 0,99, trés favorable au
développement bactérien. Lors du saumurage, 1’ajout de chlorure de sodium permet de réduire
I’ay, a des niveaux compris entre 0,96 et 0,97 (en moyenne, il y a 3% de chlorure de sodium
dans les lardons (AFSSA, 2002)), ce qui limite le développement de Listeria. En effet, des
études réalisées sur du saumon montrent que, pour un méme pH et une méme concentration
en acide lactique, 1’augmentation du pourcentage de chlorure de sodium de 3,5 a 5,2%
(mesure dans la phase aqueuse) multiplie le temps de génération de Listeria par deux. A 8,9%
de chlorure de sodium, la croissance de Listeria est inhibée (Dalgaard et Jorgensen, 1998).

Des études ont montré que Listeria pouvait survivre dans de la saumure contenant 22% de
chlorure de sodium (Ryser et Marth (1996), cités par Chawla et a/ (1996)). La saumure peut
donc étre a I’origine de contamination croisée entre des poitrines de porc contaminées par
Listeria et d’autres saines. En effet, lors de I’injection de la saumure, les aiguilles peuvent étre
contaminées avec les Listeria présentes en surface de la viande, et ensuite, contaminer la
saumure qui va étre injectée dans d’autres poitrines, dont la viande en profondeur est stérile
(Gill et al., 2005).

Pour les lardons comme pour le jambon cuit (ay, supérieure a 0,97 (Stekelenburg et Kant-
Muermans, 2001)), méme aprés saumurage, 1’a,, n’est pas suffisamment basse pour éliminer
tout risque de prolifération de Listeria, puisque ce pathogeéne peut croitre dans une gamme
d’ay, de I’ordre de 0,92 a 1,00 (Bourgeois et al., 1996).

L’a,, minimale pour laquelle la croissance de Listeria est possible est également influencée
par la valeur des autres paramétres environnementaux : elle augmente, lorsque le pH et la

température diminuent (Koutsoumanis et al., 2004).
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2-2.2. Inhibiteurs

Les inhibiteurs de la croissance microbienne présents dans la saumure sont :

- les acides organiques,

- les sels d’acides organiques

- et le nitrite.

L’effet inhibiteur des acides et des sels d’acides organiques est consécutif a leur pouvoir
acidifiant (plus faible pour les sels d’acides par rapport aux acides correspondants) mais
¢galement, a la nature de ’anion issu de leur dissociation. A la différence des acides, les sels
d’acides organiques ont également un pouvoir osmoréducteur.

Listeria a un pH minimal de croissance de I’ordre de 4,3 a 5,0 (Bourgeois et al., 1996). Le
pH minimum au-dessous duquel sa croissance est inhibée est également :

- lié¢ a la valeur de la température et de 1’ay, : une température et/ou une a, basse(s)

augmente(nt) le pH minimal de croissance (Koutsoumanis et al., 2004),

- influencé par I’acide utilis¢ pour ajuster le pH (Durand, 1999). L’efficacité
antimicrobienne des acides organiques est supérieure a celle de ’acide chlorhydrique et
décroit dans 1’ordre suivant : acide acétique, lactique, citrique (Sorrells, 1989). Rosso
(1995) a lié I’effet inhibiteur des acides organiques a leur pKa : plus le pKa de 1’acide

est ¢levé, plus 1’acide est inhibiteur.

Dans les aliments, les acides faibles sont majoritairement sous forme dissoci¢e. C’est la
forme non dissociée qui a 1’effet antibactérien principal : non chargée, elle pénétre dans la
cellule bactérienne, puis se dissocie. Elle entraine alors une baisse du pH intracellulaire,
conduisant a un déreéglement de la pompe a protons, productrice d’énergie sous forme d’ATP.
Privée d’énergie, la bactérie ne peut plus assurer les fonctions indispensables a sa survie
(Bourgeois et al., 1996).

De plus, en fonction de leur nature, les acides inhibent spécifiquement certaines voies
enzymatiques. Par exemple, les ions lactate inhibent les enzymes impliqués dans la
conversion de 1’acide pyruvique en acide lactique (Houtsma et al., 1994). Une modification
de la physiologie et des activités métaboliques bactériennes a également été démontrée en
présence d’ions acétate (Jensen et al., 2003).

L’utilisation d’acides et de sels d’acides organiques en charcuterie/salaison est tres
fréquente (Durand, 1999). Sur des rondelles de saucisse de Bologne conservées a 4°C,

I’addition de 1,8% de lactate de sodium augmente de 33% le temps de génération de Listeria.
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Il est doublé, lorsqu’une combinaison de 1,8% de lactate de sodium et de 0,25% de diacétate
de sodium est utilisée (Barmpalia et al., 2005). Sur du jambon conservé a 4°C, la croissance
de Listeria est inhibée en présence de 2,5 ou 3,3% de lactate de sodium ou de 0,2% de
diacétate de sodium. A ces pourcentages, les inhibiteurs n’ont pas d’influence significative sur

le gotit ou la couleur du jambon (Stekelenburg et Kant-Muermans, 2001).

L’effet inhibiteur du nitrite de sodium sur la croissance de Listeria a ét¢ mis en évidence
par de nombreux auteurs (Vignolo et al., 1998 ; Leistner, 1999). 1l est fortement influencé par
le pH, la température et la concentration en chlorure de sodium (Durand, 1999).
L’ abaissement de 1’ay, lors de I’ajout de nitrite de sodium, explique en partie son effet
inhibiteur. La forme active du nitrite pourrait également étre 1’acide nitreux non dissocié
(Cammack et al., 1999), mais le mode d’action de cet inhibiteur n’est cependant pas encore

clairement expliqué.

2-3. Etuvage

Au cours de cette étape, les poitrines passent d’une température de réfrigération a des
valeurs pouvant atteindre 30 a 45°C, lorsque 1’étuvage est réalis¢ a basse température, et
jusqu’a 50-55°C, lorsque 1’étuvage est effectué a haute température.

La température maximale au-dela de laquelle la croissance de Listeria n’a plus lieu est de
I’ordre de 45°C (Bourgeois et al., 1996). L’étuvage basse température est un procédé
particuliérement sensible, car il se déroule dans un domaine de température trés favorable a la
croissance de Listeria, celle-ci étant la plus rapide a 37°C.

Lorsque 1I’étuvage est réalis¢ entre 50 et 55°C, il permet de détruire une partie de la
population, et ainsi, de réduire le taux de contamination. Dans ce domaine, une élévation
minime de la température réduit fortement le temps de réduction décimale (Dy) de Listeria
(c'est-a-dire le temps nécessaire pour diviser par dix la concentration bactérienne), comme

présenté dans le Tableau 3.

Tableau 3 : influence de la température 6 (°C) sur le Dy (min) pour Listeria cultivée dans de
la saucisse fermentée (ICMSF, 1996)

Température (°C) Dy (min)

48.9 99-107
52,0 38-42
54,4 20

57,2 6,6-9.8
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Outre la température, qui est le parametre influencant majoritairement la destruction

thermique de Listeria, la valeur du temps de réduction décimale est également modifiée par de

nombre

ux facteurs liés au procédé, a la matrice ou a la bactérie.

v' Facteurs liés au procédé :

- la vitesse d’¢élévation de la température (Tableau 4),

- I’historique de température : dans de la saucisse de foie, la destruction de Listeria a
60°C est deux fois plus rapide, lorsque la température de croissance préalable au choc
est de 19°C plutot que 37°C (Bhaduri et al (1991), cités par Doyle et al (2001)) ;

- les chocs préalables (acide, thermique ou autre) permettent a Listeria de mieux
résister a la chaleur (Doyle ef al., 2001). Par exemple, dans de la viande hachée, le
nombre de Listeria détruites lors d’un chauffage a 64°C est plus faible lorsque les
bactéries ont subi au préalable un traitement thermique de 30 minutes a 48°C (Farber,
1989) ;

- la formulation : dans de la viande hachée de porc (Yen et al., 1991) ou de beeuf
(Passos et Kuaye, 2002), I’addition de chlorure de sodium jusqu’a 3% limite la
destruction de L. monocytogenes. L’ajout de nitrite (200 ppm), nitrate (300 ppm) dans
les produits a base de viande, est également corrélé avec une augmentation du temps
de réduction décimale a 60, 65 ou 70°C (Mackey et al., 1990 ; Doyle et al., 2001). Le
Dgy de Listeria dans la viande de beeuf augmente, lorsque le pH augmente de 5,6 a 6,2
(Jorgensen et al., 1999). En revanche, I’ajout de lactate de sodium favorise la

destruction thermique de Listeria (Yen et al (1992), cités par Doyle ef al. (2001)).

Tableau 4 : influence de la vitesse d’élévation de température de la viande de porc sur le
Dy de Listeria (Doyle et al., 2001)

Vitesse d’élévation de la température (°C.min™') Ds; (min)

1.3 9.2
2,2 6,2
8.0 3.5

v" Facteurs liés a la matrice :

L. monocytogenes est plus résistante a la chaleur dans les aliments solides que dans

des bouillons de laboratoire (Murphy et al., 2000),

la teneur élevée en gras (30%, comparativement a 2%) ralentit la destruction de

Listeria 2 57,2 et 62,8°C (Fain et al (1991), cités par Doyle et al. (2001)).
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v" Facteurs liés a la bactérie :
- la souche : il est cependant complexe de classer les différentes souches de Listeria,
puisque les études de destruction thermique sont rarement réalisées dans les mémes
conditions (état physiologique, préculture, milieux) (Doyle ef al., 2001),
- D’état physiologique : les bactéries sont moins résistantes en phase exponentielle de
croissance qu’en phase stationnaire (ICMSF, 1996),
- les cellules de L. monocytogenes adhérées a un support sont plus résistantes a la

chaleur que les cellules planctoniques (Frank et Koffi, 1990).

2-4. Fumage

Lors du fumage, deux paramétres influent sur le développement de Listeria: la
température qui est supérieure a la température maximale de croissance, et a un degré
moindre, les constituants de la fumée liquide qui sont des inhibiteurs de croissance.

L’effet inhibiteur de la fumée liquide est aussi dii a son pouvoir acidifiant (présence
d’acide acétique). Lorsque 1’acide acétique est utilisé seul, le pH minimal au-dessous duquel
la croissance de Listeria est inhibée est compris entre 5,0 et 5,2 (Farber et al., 1989).

Les fumées contiennent d’autres composés qui ont un effet inhibiteur, en particulier, le
formaldéhyde et les composés phénoliques (Niedziela et al., 1998 ; Sunen et al., 2001).
Certaines ¢tudes ont mis en évidence que 1I’isoeugénol était le composé actif des fumées
(Faith et al (1992), cités par Doyle (1999)), alors que pour d’autres, c’est la concentration en
phénols totaux qui est déterminante (Sunen, 1998). Cependant, dans cette méme étude, Sunen
souligne que, pour plusieurs fumées du commerce, les concentrations a ajouter pour observer
un effet inhibiteur optimum sont génératrices de gotts désagréables.

Dans de la chair de saumon, Poysky et al. (1997) ont montré que 1’ajout de fumée liquide
diminuait de 24,4°C la température a partir de laquelle une partie de la population de Listeria

¢était détruite.

2-5. Cubage

Lors du cubage, les températures sont négatives et peuvent atteindre -8°C. Aucune bactérie
pathogéne alimentaire ne peut se multiplier dans ces conditions ; une faible fraction de la
population peut méme étre détruite. Cependant, la majeure partie des bactéries retrouve leur
potentiel de croissance, lorsque les températures redeviennent positives (Bourgeois et al.,

1996).
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Comme pour la destruction thermique a température élevée, I’effet bactériostatique (ou
faiblement bactéricide) des températures négatives est influencé par le procédé (vitesse
d’abaissement de température, temps d’exposition aux basses températures), le produit (teneur

en eau, pH) et la bactérie (état physiologique, espece).

2-6. Conditionnement

Au cours du conditionnement, quatre paramétres limitent ou inhibent le développement de
Listeria :

- les températures négatives,

- I’ajout d’acide lactique ou de lactate de sodium (paragraphe 2.2.2),

- D’ajout de bactéries lactiques (biopréservation)

- et la mise sous atmosphéere modifiée (en général, de I’azote).

Pour des raisons technologiques, la température est comprise entre -12 et -15°C. Dans ces
conditions, la population bactérienne n’évolue pas et une trés faible proportion est méme
détruite.

Des bactéries lactiques, principalement du genre Lactobacillus, sont ajoutées aux lardons
pour inhiber le développement de bactéries pathogénes ou d’altération (Demeyer, 2004). Les
souches utilisées sont principalement sélectionnées pour leur antagonisme vis-a-vis de
Listeria. Elles doivent également pouvoir survivre aux températures de réfrigération, tolérer la
présence de chlorure de sodium, se développer rapidement dans la viande et ne pas en
modifier les propriétés sensorielles (Vermeiren et al., 2004). Les bactéries lactiques sont, en
général, ajoutées a des concentrations supérieures a 10° cellules par gramme de produit
(Durand, 1999). De nombreux travaux réalisés dans de la viande de porc ont montré
I’inhibition de Listeria par des bactéries lactiques ou les bactériocines qu’elles produisent
(Mataragas et al., 2003 ; Sabia et al., 2003).

En régle générale, les barquettes de lardons sont mises sous atmosphere modifiée,
principalement sous azote. Listeria est peu exigeante vis-a-vis de ses besoins en oxygene. Elle
peut se développer en aérobiose ou anaérobiose (ICMSF, 1996). Cependant, la présence
d’azote, donc la baisse de la concentration en oxygene, peut contribuer a ralentir sa
croissance. La concentration en Listeria dans de la viande de beeuf, conservée durant cing
jours a 10°C sous atmosphére modifiée (60% d’oxyde de carbone/40% d’azote/0,4% de
monoxyde de carbone), est dix fois plus faible par rapport & une conservation sous un

mélange 70% d’oxygeéne/30% d’oxyde de carbone (Nissen et al., 2000).
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Par ailleurs, Liserre et al. (2002) ont mis en évidence que I’inhibition de Listeria par une
souche de Lactobacillus sakei était plus efficace sous atmosphére modifiée. Ils ont émis
I’hypothése d’une production de bactériocine plus conséquente, lorsque la concentration en

oxygene diminuait.

2-7. Stockage

La stabilit¢ et la sécurit¢ microbienne des lardons jusqu’a leur date limite de
consommation sont assurées par une combinaison de plusieurs facteurs. Le maintien d’une
température basse (inférieure a 4°C) est la condition la plus importante. Elle permet
d’allonger le temps de latence et d’augmenter le temps de génération de Listeria. Cependant,
elle n’est pas suffisante pour inhiber son développement ; ¢’est pourquoi, I’ajout de chlorure
de sodium et d’inhibiteurs lors du procédé de fabrication, la conservation sous atmosphere
modifiée, de méme que le respect des régles d’hygiene sont indispensables pour garantir la

qualité microbiologique du produit.

3 - Modélisation de I'évolution de la contamination
de L. monocytogenes au cours d'un procédé

Pour répondre au besoin de la filiére, les professionnels doivent disposer d’outils pour
maitriser la contamination de Listeria dans leur produit et faire évoluer leur procédé. Des
modeles de prédiction peuvent permettre d’atteindre ces objectifs. Ils sont de deux types :

- les modeles de microbiologie prévisionnelle existent et décrivent correctement le
comportement de Listeria (croissance, survie, destruction), en fonction des propriétés
physico-chimiques du produit ;

- les modeles de transferts décrivent I’évolution des propriétés physico-chimiques du

produit (température, teneur en eau) en fonction du procédé appliqué.

3-1. Modeéles de microbiologie prévisionnelle

En microbiologie prévisionnelle, des modeles primaires et secondaires sont utilisés :

- les modeles primaires décrivent D’allure des cinétiques bactériennes, c'est-a-dire
I’évolution de la concentration bactérienne en fonction du temps ;

- les modeles secondaires décrivent 1’effet des facteurs environnementaux sur les

parametres des modeles primaires.
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3-1.1. Prédictions des cinétiques de croissance

3-1.1.1. Modéles Primaires

Il existe de nombreux modeles primaires pour décrire 1’évolution de la population
bactérienne en fonction du temps. Deux ont ét€ majoritairement utilisés : le modele de
Gompertz et le modele logistique avec délai et rupture.

Le modéle de Gompertz, reparamétré par Zwietering et a/ (1990) pour mettre en évidence
les paramétres biologiques (Equation 1), a été couramment utilisé, dans le but de prédire la

croissance bactérienne (Cheroutre-Vialette, 1999).

In(N) = In(N,) + A.exp(—exp (%j'e(zag —z)j+ 1] Eq. 1

Avec N, la concentration bactérienne (unité formant colonie -UFC.g™'-),
N,.ax, 1a concentration bactérienne maximale,

A = In(Nyx)-In(Ny),

e=exp (1)

Cependant, Rosso (1995) a mis en évidence que I’utilisation de ce mod¢le entrainait une
surestimation du taux de croissance, par rapport a la définition classique de .. (pente
obtenue en représentation logarithmique pendant la phase de croissance exponentielle). Par
ailleurs, le paramétre N, calculé au temps initial, est différent de la concentration bactérienne
mesurée en début d’expérience. Rosso ef al. (1996) ont donc développé un modele logistique
avec délai et rupture (Equation 2), limitant les problémes évoqués ci-dessus. Ce modele
comporte quatre parameétres : Ny, la concentration bactérienne initiale, N, la concentration
bactérienne maximale, 4y, l€ taux maximal de croissance, et lag, le temps de latence.

dN N
—_—= J1—— Eq. 2
N.dt Fmax [ N j 1

max
Avec N, la concentration bactérienne au temps ¢

Ainsi, sous une forme intégrée, on obtient :
In(N) =In(N,) ,t<lag
N Eq.3
In(N)=In(N_, )—In|1+ % -1 |.exp(—u,,, -(t—lag)) | ,t>lag

0
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3-1.1.2. Modéles secondaires

La mod¢lisation secondaire consiste a relier I’effet du pH, de I’a,, de la température... au
taux maximal de croissance et au temps de latence.

Les modeles polynomiaux (Buchanan et al., 1989) décrivent simultanément 1’effet de tous
les facteurs environnementaux a 1’aide de fonctions polynomiales. Cependant ces modeles
présentent des inconvénients qui limitent leur utilisation, a savoir :

- l’ajustement des paramétres des modeles nécessite de réaliser de nombreuses

expériences,

- les parametres des modeéles n’ont aucune signification biologique,

- enfin, les modéles ne peuvent étre utilisés que dans le domaine du plan d’expériences

qui a servi a leur élaboration.

Le modele racine carrée a, d’abord, ét¢ développé pour prédire I’influence de la

température (Ratkowsky et al., 1982) :

\/Iumax = b(e_ emin) Eq 4

Avec 6,,, la valeur extrapolée de la température minimale de croissance de la bactérie,
b, un coefficient sans signification biologique

Ce modele a ensuite été complexifié pour tenir compte du pH (Adams ef al (1991), cités

par Le Marc (2001)), puis de I’ay, (Witjes et al., 1993) :
Vi =b(0-0_ )/(pH — pH . ) Eq. 5

V lumax = b(e - emm)\/(pH - pHmin)'\/(aw - awmin) Eq 6

Avec pH,,;, et a,, nin, les valeurs extrapolées du pH minimal et de ’a,, minimale de croissance de la bactérie

Certains coefficients des modeles de type racine carrée n’ont pas de signification

biologique, ceci constitue un frein a leur utilisation.

A partir de ce constat, une nouvelle approche a été développée : les modéles gamma.
Ceux-ci sont basés sur la connaissance :
- des valeurs cardinales de la souche étudiée, c'est-a-dire des valeurs minimale,
optimale et maximale de croissance
- et de la valeur de u,; qui correspond au taux maximal de croissance (Umax), pour les
conditions optimales de croissance.
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Le facteur de croissance y correspond au produit des fonctions caractérisant I’influence des

paramétres environnementaux (Equation 7), il est compris entre zéro et un.

y=E= = 1(0).1(pH) 1(a,) Eq.7
opt
Le modéle de Zwietering et al. (1992) a été appliqué pour décrire I’évolution du taux
maximal de croissance, en fonction de la température, du pH et de I’a,. Cependant, les
parametres a estimer n’ont pas tous une signification biologique. Les fonctions y sont définies
pour chaque facteur séparément et sont indépendantes de la valeur des autres facteurs. Par

exemple, pour la température, la fonction s’écrit :

(19 -0, )[1 —exp(c'(0-06,,, ))]
0, —Onin )-| 1-€xp(c'(6,,, — 0,,,,) |

7(0) = (

Avec Oyin, Opax, Opi les températures minimale, maximale et optimale de croissance,
¢’, un coefficient sans signification biologique.

Le modé¢le cardinal de Rosso (1995) a été développé, selon une approche similaire au
modele de Zwietering et al. (1992). 11 permet de prendre en compte 'influence de la
température, du pH, de I’ay et de la nature de I’acide sur le taux maximal de croissance
(Rosso et Robinson, 2001). Dans ce modele (Equations 9 et 10), les effets des facteurs
environnementaux sont supposés indépendants. Les deux principaux avantages de ce modele
sont :

- une faible corrélation entre les paramétres du modele
- et une signification biologique de tous les parameétres.
Le modéle de Rosso (1995) s’écrit :

Hinax = luopt'CMn (X) Eq 9
0 L X<X,
CM, (X)= _ (X =X )-(X = Xoin) X, <X<X.
(X = Xoia) [ =Ko (X=X, ) ~(Xopy = X ) (1=K, +- X, =) |
0 X=X
Eq. 10

Avec X, le pH, la température ou I’a, X, la valeur minimale de croissance, X,,, la valeur optimale de
croissance, X,..., 1a valeur maximale de croissance,
n =1, pour le pH, et n = 2, pour la température ou I’a,
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Lorsque les conditions de pré-incubation sont identiques, pour un méme substrat, Rosso
(1995) a montré qu’il existait une relation entre le temps de latence (/ag) et le taux maximal

de croissance (Umay) :

U - lag = K Eq. 11
Avec K, la constante dépendant des conditions de pré-incubation et de la nature du substrat

Augustin (1999) a complété le modele de Rosso en y intégrant I’effet de facteurs qualitatifs
(nature du substrat, agitation des milieux) et des substances inhibitrices (sels d’acides
organiques, di ou tri-acides, caféine, phénol, cacao...).

Pour décrire I’influence des substances inhibitrices sur le taux maximal de croissance,

Augustin a ajouté une fonction supplémentaire au modéle de Rosso :

l—c,/CMLY , ¢, <CMI,
7(c,-)={( ‘ o ’ Egq. 12

0 , ¢, =2 CMI,

Avec c¢;, la concentration en substance inhibitrice 1,
CMI,, 1a concentration minimale inhibitrice de la substance 1

L’effet combiné de la température, du pH, de I’a,, et de la présence de substance inhibitrice

est obtenu en multipliant leurs effets séparés :

U = Hop-CM,(6).CM (pH ).CM, (aw).H 7(c,) Eq. 13
Dans le modele de Rosso (1995), les valeurs minimales de croissance pour la température
(Omin), le pH (pHmin) et I’ay (aw min) SONt supposées constantes et indépendantes des conditions
environnementales ; ces résultats sont contradictoires avec les travaux de nombreux autres
auteurs (Jorgensen et al., 1995 ; Le Marc, 2001 ; Koutsoumanis et al., 2004). Afin de tenir
compte des interactions entre la température, le pH, I’ay et les substances inhibitrices,
Augustin (1999) propose de recalculer les valeurs cardinales minimales et les concentrations
minimales inhibitrices (CMI), en fonction de la valeur des autres facteurs. Il développe la
notion de valeur cardinale minimale absolue et de CMI absolue. La valeur cardinale minimale
absolue correspond a la valeur cardinale minimale de croissance, lorsque les autres facteurs
sont a leur valeur optimale et en absence d’inhibiteur. La concentration minimale inhibitrice
absolue de la substance 1 est la CMI de la substance i, lorsque le pH, I’a,, et la température

sont a leur valeur optimale et en absence d’autre substance inhibitrice (Equations 14 et 15).
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W=

3 3
_ _ _ o - G _ (Yopt _Y) _ (Zopt _Z) Eq. 14
Xmin - Xopt (Xopt Xmin ) ];[ [1 CM[io) !(Y Y O):l !(Z -7 o) q-

opt min opt min

Avec CMI°, la concentration minimale inhibitrice absolue,
Xonin®s Yonin®s Zmin®, 12 valeur minimale absolue de croissance pour le pH, la température ou I’a,,

3
(awopt - aw)

o
(awopt - awmin )

(eopt _‘9) ’ " (pHopt _pH)
(eopt _emino) (pHopt _pHmino)

H(l_c«//CMI,fO)

J#I

+
CMI, = CMI,°| 1-

Eq. 15

L’effet de la prise en compte des interactions entre facteurs environnementaux se traduit
entre autre, par une modification de I’interface entre la zone de croissance et la zone de non
croissance (Figure 2). Augustin (1999) considére que cette interface correspond aux

conditions pour lesquelles le taux maximal de croissance est nul.

(a) avec interactions (b) sans interaction

0 15 20 25 30 3% o 1§ 0 25 M 35

Température {*C) Température (*C)

Figure 2 : courbes d’iso-réponses du taux maximal de croissance (d’apres le modele
d’Augustin (1999)), en fonction de la température et du pH, lorsque les interactions entre les
paramétres environnementaux sont prises en compte (a) ou non (b)

(Hopt = 1h™, Bgp = 35°C, Ormin ¢y = 0°C, pHop = 7,0, pHuinee) = 4,5)

Le Marc et al (2002) ont développé un modele basé sur cette méme approche modulaire. 11
permet de modéliser 1’effet de la température, du pH et de la concentration en acide organique
(acides lactique, acétique, propionique). Ces auteurs proposent trois modifications au modele
d’Augustin :

- premicrement, le modele décrit I’effet de la température sur le taux maximal de
croissance (Equation 16), en tenant compte du comportement spécifique de certaines
souches de Listeria aux basses températures (Charles-Bajard, 1996). En effet, pour la
majorité des bactéries, la racine carrée du taux maximal de croissance (upqy) Vvarie
linéairement en fonction de la température, dans la majeure partiec de la zone de

température suboptimale.
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Cette observation n’est pas confirmée pour certaines souches de Listeria, pour lesquelles
une cassure est présente entre 10 et 15°C. Pour modéliser ce comportement particulier,
deux paramétres supplémentaires sont introduits dans le modéle : €c, la température de
rupture de la pente et 6;, la température d’intersection de la premicre partie linéaire de la

représentation graphique ume = f(6) avec I’axe des abscisses (Figure 3).

2
_ (0-0) (0-06_) 050

(eapt _91) (Hopt _(91 )'(g_eapt)_(eopt _gmax)(gopt + 91 _29] '

p'(0) = -
(0.-0) (0-0.) (2] ocg
_ . min , < A
(eopt _91)_(6017[ _01 )(06‘ _enpt)_ (eopt _gmax )(eopt + 01 _205] 06 _emin

Eq. 16
Avec 6., la température de rupture de pente,
6;, 'intersection de la premiére partie linéaire avec I’axe des abscisses,
0,p, 1a température optimale de croissance,
6,.in, la température minimale de croissance,
Oax» 12 température maximale de croissance

oa

3o o o n a0 40 0
Temperature*C)
Figure 3 : courbe théorique du modele proposé par Le Marc (2001), en représentation racine
carré, pour décrire [’évolution du taux maximal de croissance de Listeria en fonction de la
température
Avec 6., 1a température de rupture de pente,
d,, I'intersection de la premicre partie linéaire avec 1’axe des abscisses,
0,1, 1a température optimale de croissance,
6., 1a température minimale de croissance,
Oax» 12 température maximale de croissance
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- deuxiémement, I’effet d’un acide organique sur le taux maximal de croissance
bactérien est fonction de la concentration d’acide non dissocié, de la concentration
d’acide dissocié et des interactions entre les deux formes (Equation 17). Dans le cas de
faible concentration d’acide, D’effet de [’acide dissocié peut é&tre négligé

(Equation 18) ;

3
AH A
t([acide]) =| 1—- [AH] - S 1= [C[’M—I]J Eq. 17
cur, |1- 41 >
CMI,

Avec [AH], la concentration en acide non dissocié,
[47], la concentration en acide dissocié¢,
CMI,, 1a concentration minimale inhibitrice de I’acide non dissocié,

CMIp, la concentration minimale inhibitrice de I’acide dissocié,
o, un parametre sans signification biologique

t([acide]) =| 1— @ Eq. 18
cMI,

- et troisiémement, un terme a été développé pour décrire 1’effet des interactions sur le

taux maximal de croissance (Figure 4) :
Ho = Hope-0(O).y (pH).x([acide]).£(, pH [acide]) Eq. 19

Avec &(60 pH, [acide]), le terme décrivant les effets des interactions non prises en compte par
I’approche modulaire

3o o 10 20 £
Température {*C)
Figure 4 : division du domaine de pH et de température pour Listeria (Le Marc, 2001)
Zone (A) : effets indépendants du pH et de la température,
Zone (B) : interaction entre le pH et la température,
Zone (C) : non croissance du fait des interactions,
Omin, la température minimale de croissance,
PHumin, la température minimale de croissance
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Le modéle de Le Marc (2001) ne permet pas de prendre en compte 1’effet de substances ou
de mélange de substances inhibitrices employés dans les procédés de charcuterie-salaison,
comme :

- les mélanges d’acides ou de sels d’acides organiques,

- les diacides, comme I’acide ascorbique, ajouté pour stabiliser les pigments et qui a un
effet inhibiteur vis-a-vis de Listeria (Giannuzzi et Zaritzky, 1996). En effet,
’utilisation d’un diacide ou d’un triacide (acide citrique) complexifie le modéle,
puisqu’une CMI doit étre calculée pour chaque forme de ’acide. Pour un diacide, trois
formes co-existent (non dissociée, dissociée, seule la premiére fonction acide dissociée)
et quatre pour un triacide ;

- les phénols.

Par ailleurs, seules quelques expériences ont été réalisées pour modéliser I’influence de
I’ay. Enfin, Le Marc (2001) souligne que d’autres études sont nécessaires pour démontrer que
I’approche développée peut é&tre utilisée pour modéliser I’évolution des parameétres de
croissance de Listeria en fonction de la température, du pH, de la concentration en acide

organique et de I’ay,.

3-1.2. Prédictions des cinétiques de destruction

3-1.2.1. Modeles primaires

L’allure des cinétiques de destruction des microorganismes est influencée par de nombreux
facteurs liés a la bactérie (espece, état physiologique), au procédé appliqué (vitesse
d’¢lévation de la température ou d’abaissement du pH) et & la nature de la matrice (liquide ou
solide). Les cinétiques de destruction (Xiong et al., 1999) peuvent étre linéaires (avec ou sans
phase de latence, avec ou sans plateau) ou biphasiques.

- Les cinétiques linéaires sont :

0 sans phase de latence et sans plateau lorsque les bactéries ont une résistance
identique a la température ou aux inhibiteurs donc une vitesse de destruction
homogene pour toute la population (courbe A, Figure 5); c’est le cas,
lorsque la population bactérienne dénombrée est une culture pure,

O avec une phase de latence mais sans plateau (courbe B, Figure 5) :

= Jorsque les cellules en suspension forment des amas,
= Jorsque la destruction bactérienne n’est pas instantanée, mais

consécutive a une multitude de chocs.
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0 avec un plateau mais sans phase de latence (courbe C, Figure 5) lorsque la
population bactérienne est composée de bactéries qui ont une résistance
différente a la chaleur ou aux acides: une partie de la population
bactérienne (la plus sensible, représentée par la premiére partic de la
cinétique) est détruite, la seconde (résistance au traitement, représentée
dans la cinétique par le plateau) n’est pas détruite.

Les cinétiques sont biphasiques (courbe D, Figure 5) lorsque, dans la population,
certaines bactéries sont plus sensibles que d’autres au traitement thermique, acide ou
osmotique. La premiére partie de la cinétique représente la destruction de la fraction la
moins résistante (avec une vitesse de destruction rapide), et la seconde partie de la
cinétique illustre la destruction de la fraction la plus résistante (avec une vitesse de
destruction plus lente). La présence de bactéries plus au moins sensibles a un traitement
est observée :

0 lorsque la population bactérienne dénombrée n’est pas une culture pure
(mélange de plusieurs souches ou especes bactériennes),

O dans le cas de matrice solide: il existe localement des
micro-environnements ou l’ay est plus faible. Les bactéries localisées a
ces endroits ont une résistance thermique accrue par rapport a la

population globale.

0 5 10 15 20 25

Temps (heures)

Figure 5 : principales allures des cinétiques de destruction bactérienne

(A) cinétique linéaire,

(B) cinétique linéaire avec une phase de latence,
(C) cinétique linéaire avec un plateau,

(D) cinétique biphasique
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Lorsque la décroissance est exponentielle sans période de latence, (courbe A, Figure 5), la
cinétique est de premier ordre (Chick (1908), cit¢ par Xiong et al (1999)). Elle est

correctement décrite par 1’équation suivante :

N
Ndi

Avec N, la concentration bactérienne au temps t,
k, 1a constante de vitesse de réaction (t")

—k Eq. 20

Ainsi sous une forme intégrée, on obtient :

N = N,.exp(—k.t) Eq. 21

Avec ¢, le temps,
Ny, la concentration bactérienne initiale

Le modele de Buchanan et al (1993), cités par Xiong et al (1999) permet de décrire la
décroissance bactérienne, lorsque celle-ci est exponentielle sans (courbe A, Figure 5) ou apres

une phase de latence (courbe B, Figure 5) :

log N, , t<lag

log N(t) = Eq. 22

t—1
log N, — 8 , t>lag
D,
Avec lag, le temps de latence

Lorsque les cinétiques sont de premier ordre (courbe A, Figure 5), lorsqu’une phase
plateau est observée (courbe C, Figure 5), ou lorsque la décroissance est biphasique
(courbe D, Figure 5), le modéle de Cerf (1977), cité par Xiong et al (1999) peut étre utilisé :

log Y

0

=fe "+ (1= fe™ Eq. 23

Avec f et (1— f), les proportions de bactéries la moins et la plus résistante,
k; et k», les taux d’inactivation des populations bactériennes la moins et la plus résistante.

Le modéle le plus adapté pour décrire les cinétiques de destruction est choisi en fonction
de D’allure des courbes expérimentales. Ensuite, lorsque plusieurs modeles peuvent étre
utilisés, le principe de parcimonie s’applique, et pour une méme qualité¢ d’ajustement entre les
données expérimentales et la courbe lissée, le modele le plus simple (celui qui a le moins de

paramétres) est employé.
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3-1.2.2. Modéles secondaires

La mod¢lisation de la décroissance thermique est, a I’heure actuelle, souvent uniquement
basée sur I’influence de la température. Le premier modele a été proposé par Bigelow (1921),
cité par Van Impe et al (1995) ; il est décrit par les Equations 24 et 25. Cette approche est
basée sur des observations expérimentales mettant en évidence que le temps de réduction
décimale (Dy) décroit exponentiellement avec la température (ICMSF, 1996 ; Bimbenet ef al.,

2002).

k(0)= 2,303 exp[2’393 .(9—«9,,4)} Eq. 24
ref z
b0
D,=D,,.10 * ,avec D, = 2,303 Eq. 25
k(0)

Avec k, la constante de vitesse de réaction,

Dy, le temps de réduction décimale a la température 6,

D, le temps de réduction décimale a la température de référence,

z’, I’élévation de température nécessaire pour diviser par dix la valeur de Dy

Cerf et al (1996), Juneja et al. (2001), Juneja (2003) ont développé des modéeles
polynomiaux, afin de tenir compte de I’influence de plusieurs paramétres environnementaux

sur la destruction thermique des bactéries (Tableau 5).

Tableau 5 : parametres environnementaux (en plus de la température) pris en compte pour
prédire le temps de réduction décimale

Modeéles Parametres environnementaux pris en compte, en plus de la
température, pour prédire le temps de réduction décimale
Cerf et al (1996) aw, pH

Juneja et al (2001) Nature du substrat (poulet ou dinde), pourcentage de gras,
interactions entre les parametres environnementaux

Juneja (2003) Pourcentages de lactate de sodium et de diacétate de sodium,
interactions entre les parametres environnementaux

Le modele de Cerf a été validé en bouillon de laboratoire, et les modeles de Juneja, dans de
la viande de poulet et de dinde ou dans du maigre de bceuf. Ces trois modeles présentent
I’avantage de tenir compte de paramétres environnementaux autres que la température.
Cependant, I'utilisation de modeles polynomiaux pour prédire les cinétiques de destruction
présente les mémes inconvénients que pour la modélisation des cinétiques de croissance, a
Savoir :

- de nombreuses expériences sont nécessaires pour ajuster les parametres des modeles,

- les parametres n’ont pas de signification biologique

- et les modeles ne sont utilisables que dans le domaine du plan d’expériences qui a servi

a leur élaboration.
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Pour décrire I’effet de différents facteurs environnementaux sur la destruction thermique
d’un microorganisme, Mafart et Leguérinel (1998), cités par Leguérinel et al (2005), utilisent
I’approche modulaire. Celle-ci consiste a modéliser individuellement ’effet de chaque
facteur. Chaque facteur environnemental se dédouble en un facteur X agissant sur la
thermorésistance proprement dite au cours du traitement thermique, et un facteur noté X’,
agissant sur 1’aptitude des cellules survivantes, mais endommagées, a se développer lors de la

croissance postérieure au traitement thermique. Ces deux effets sont combinés dans le concept
de temps de réduction décimale apparent not¢ D’, avec D’ inférieur a D, lorsque les

conditions d’incubation ne sont pas optimales.

Lorsque les facteurs pris en compte sont la température (), le pH et I’ay, le modéle s’écrit

selon le systéme d’équations suivants :
D =D".1(0).4 (pH).A (a,) Eq. 26
D =D.A(0")A(pH".A (a,") Eq. 27

Avec D*, le temps de réduction décimale dans les conditions de référence de température (6), pH et a,
déterminé dans une matrice alimentaire donnée,

D, le temps de réduction décimale dans les conditions environnementales optimales d’incubation
définies par les fonctions A'x,

D’, le temps de réduction décimale apparent ou les facteurs X’ (ay, pH ou température) se rapportent
aux conditions d’incubation postérieures au traitement thermique,

A’x, une fonction relative au facteur X

Les fonctions A'y s’écrivent sous la forme suivante :
, X—X ‘ n
1 = ref Eq. 28
X ZX

Avec n, un paramétre sans signification biologique, égal a 2, pour le pH et I’a,, et a 1 pour la température,
X, le facteur environnemental étudié (ay, pH ou température) noté X pour I’effet au cours du traitement,
X, pour I’effet postérieur au traitement,

X, la valeur de référence du facteur (a laquelle est déterminé D*),
Zy, I’écart par rapport a X, entrainant une variation de D* d’un facteur dix

Dans le « concept lambda », analogue au « concept gamma » de Zwietering et al (1992), il
est suppos¢ que I’effet de chaque facteur est indépendant de celui des autres, le faible poids
des interactions ne justifiant pas leur prise en compte. Par ailleurs, I’effet des facteurs

température, pH et a,, peut étre décrit, en utilisant des parametres ayant tous une signification

biologique (Gaillard et al., 1998 ; Couvert et al., 1999).

Le modé¢le de Mafart et Leguérinel (1998) a été validé pour prédire la destruction de spores
de Bacillus cereus dans de la créme au chocolat (Leguérinel et al., 2005). Cependant, ce
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modele nécessite la connaissance de caractéristiques intrinséques a la bactérie (Zpn, Zaw,

Zp); ces données ne sont pas disponibles dans la littérature pour L. monocytogenes et

nécessitent de nombreuses expériences pour étre déterminées expérimentalement.

3-2. Modéles de transferts

Au cours d’un procédé agroalimentaire, des échanges de mati¢re et de chaleur ont lieu
entre le produit alimentaire et son environnement (généralement, de I’air) lorsque :
- les températures ou les concentrations en solutés de deux milieux, ou en deux points
d’un méme milieu, sont différentes,
- un changement d’¢état d’un milieu a lieu, comme 1’évaporation ou la condensation
d’eau.
La résolution analytique des équations caractérisant les échanges de chaleur et de maticre
peut se révéler trés complexe, si le produit est hétérogéne et déformable (Bimbenet et al.,

2002).

Considérons un aliment solide de forme parallélépipédique, dont I’épaisseur est trés petite
comparée aux deux autres dimensions. Cet aliment est posé sur un support placé dans un flux
d’air (Figure 6). Cette situation est observée lors des procédés de séchage, de refroidissement,
de congélation, d’étuvage ou de maturation des produits. Pour décrire les transferts de chaleur
et de matiére entre 1’aliment et son environnement, nous considérerons que le support est
inerte, donc qu’il n’y a aucun échange de matiere avec I’aliment. Nous nous limiterons

¢galement, pour les transferts de matiére, a décrire les échanges d’eau.

Largeur : 1
Longueur : L

I Epaisseur : e,

X

Air

Figure 6 : aliment de forme parallélépipédique placé dans un flux d’air
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v' Les transferts d’eau peuvent étre décomposés en deux termes (Bimbenet et al., 2002),
comme illustré dans la Figure 7 :
- la densité de flux d’eau (Jg), qui correspond aux échanges a I’interface entre 1’air et

le produit :

J, =k'(C

surface

—C) Eq. 29

Avec k’, le coefficient de transfert d’eau (m.s™),
C.ir, la concentration en eau dans I’air (kg d’eau.m'3),
Ciurface, 1a concentration en eau de I’air au contact du produit (kg d’eau.m™)

- la densité de flux d’eau (Jp) dans le produit, qui est supposée suivre la loi de Fick :
Jp :D(C,G).a—c Eq. 30
0z

Avec D, la diffusivité de 1’eau dans le produit (mz.s'l),
C, la concentration en eau dans le produit (kg d’eau.m™),
0, la température (°C ou K)

Les produits alimentaires contiennent, en général, une grande quantité¢ d’eau, qui peut étre

¢liminée lors des procédés technologiques. Cela entraine une déformation, dont il faut tenir

compte en modifiant la loi de Fick (Baucour, 2000).

e air

air [V,
HRair

Evaporation de I’eau

, (I

Flux d’ 3
y X ¢ can T Is Produit

par conduction

support

Figure 7 : différents flux d’eau a prendre en compte pour modéliser les transferts d’eau d’un
produit au cours d’un procédé agroalimentaire (Zuliani et al., 2004)
Avec 6,;, la température de 1’air,

Vi, 1a vitesse de Pair (m.s™),
HR,;, ’humidité relative de 1’air (%)

v" Les transferts de chaleur peuvent s’opérer (Bimbenet ef al., 2002) :
- par contact, il s’agit de conduction,
- par mouvement de fluides, il s’agit de convection,
- adistance, il s’agit de rayonnement,

- lors d’un changement d’état du milieu comme 1’évaporation de I’eau.
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Lorsque la température d’un aliment évolue au cours d’un procéd¢, le flux de chaleur est

constitué des cinq composantes présentées sur la Figure 8 :

Densité de flux de chaleur
par rayonnement

Densité de flux de chaleur Densité de flux de chaleur
par convection j die a I’évaporation de 1’eau
4

Lo

Densité de flux de chaleur J Produit
par conduction 5

Support T I3

Densité de flux de chaleur
par conduction
Figure 8 : différentes densités de flux de chaleur a prendre en compte pour modéliser
I’évolution de température d’un produit au cours d’un procédé alimentaire (Baucour, 2000)

- Premicre composante : la densité de flux de chaleur diie a 1’évaporation de I’eau (J;) :
J, =J,.L, Eq. 31

Avec Jg, la densité de flux d’eau (kg d’eau.m’z.s'l),
Lv, la chaleur latente de vaporisation de I’eau (J.kg™)

- Deuxiéme composante : la densit¢ de flux de chaleur par convection a I’interface
air/produit (J>) :

J h (eatr - ?urface) Eq 32

Avec h, le coefficient de transfert de chaleur convectif (W.m>K™),
G,ir, 1a température de I’air (°C ou K), 6,,uc la température de surface du produit (°C ou K),

- Troisiéme composante : la densité de flux de chaleur par conduction entre le produit et
son support (J3) :

=h' ( sup smjace) Eq 33
Avec h’, le coefficient de transfert de chaleur conductif (W.m’z.K'l),
Gsup, 1a température du support (°C ou K)

- Quatrieéme composante : la densité de flux de chaleur par rayonnement (J) :

J, =0 (0, =0, Eq. 34

Avec g I’émissivité du produit (sans dimension),
o, la constante de Stephan-Boltzmann (W.m™>K™)

- Cinquiéme composante : la densité de flux de chaleur par conduction dans le produit (J5) :

Js= i(C,H).% Eq. 35
Oz

Avec C, la concentration massique d’eau (kg d’eau.m™),
A, 1a conductivité thermique (W.m™'.K™)
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3-3. Modélisation d'un systéeme dynamique

En condition dynamique, le temps de latence et la vitesse de croissance ou de destruction
des bactéries peuvent étre différents de ceux mesurés en condition statique. Robinson et a/
(1998) ont défini le temps de latence, en termes de travail a réaliser pour s’adapter a un
nouvel environnement et de vitesse a laquelle ce travail est réalisé¢. Mellefont et a/ (2003) ont
mis en évidence que le travail a réaliser était plus conséquent lors d’une diminution de ’ay
que lors d’une augmentation. Il est également plus conséquent lors d’un chauffage que lors
d’un refroidissement (Mellefont et Ross, 2003). Lorsque la température augmente, jusqu’a
une valeur au-dela de la température maximale de croissance, avant de redescendre a une
valeur inférieure, une période de latence est induite préalablement a la croissance (Van Impe
et al., 1992). Par ailleurs, dans les aliments, si les montées en température sont rapides (plus
de deux degrés par minute), les bactéries n’acquicrent pas de résistance a la température au
cours du chauffage, car elles n’ont pas le temps suffisant pour synthétiser des protéines de
chocs (Bellara et al., 1999) ; les valeurs des temps de réduction décimale en condition

dynamique sont alors égales a celles mesurées aux mémes températures en condition statique.

Les modé¢les de microbiologie prévisionnelle ont d’abord ét¢ développés pour décrire le
comportement des bactéries en conditions statiques. L’intégration des mod¢les de transferts
nécessite la prise en compte de conditions dynamiques, car, au cours du temps, la température
et la concentration en eau du produit évoluent. Pour prendre en compte 1’évolution des
propriétés physico-chimiques d’un produit, lors de la modélisation de I’évolution de la
population bactérienne, des hypothéses sont parfois posées :

- Zwietering et al (1994) considerent que, lors du passage d’une température 0, a 0, (la
température étant toujours dans un domaine permettant la croissance de la bactérie), la
valeur des taux maximums de croissance a 0, et 0, est égale a la valeur observée en
conditions statiques a 0; puis a 0,. Pour évaluer la durée du temps de latence, ces
auteurs affirment que, dans 73% des cas, si le saut de température intervient pendant le
temps de latence, la population bactérienne n’a pas terminé cette période. Une phase de
latence se prolonge alors dans la nouvelle condition. Si le saut de température
intervient pendant la phase de croissance exponentielle, il n’y a pas de temps de
latence, c'est-a-dire que la croissance continue a un taux de croissance égal a celui de la
nouvelle condition de température.

- Rosso (1995) propose une autre approche, pour décrire 1’influence d’une variation de

température sur le temps de latence. Il considere que le temps de latence est une phase
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d’adaptation qui consiste en une somme de temps nécessaire pour 1’acquisition de la
totalit¢ des potentialités permettant la croissance. Pendant une période At;, ou la
température est considérée comme constante, une latence théorique lag(t) peut étre
définie. A I’issue de cette période, la population bactérienne a accompli une part de son
adaptation égale a Aty/lag(t;). La latence effective est définie comme le temps a partir
duquel, la somme de toutes les adaptations est é¢gale a un.

Bovill et al. (2000) ont correctement prédit 1’évolution du nombre de L. monocytogenes
dans du paté, en tenant compte des variations de température de 8 a 32°C. Ils ont
supposé que, lors d’un changement de température, 1’adaptation des bactéries aux
nouvelles conditions environnementales était immédiate, ceci signifie que la valeur du
taux maximal de croissance est instantanément égale au taux maximal de croissance
observée en condition constante dans le nouvel environnement.

Bréand (1998) propose de calculer le temps de latence avant la reprise de croissance,
suite a la variation défavorable de température ou de pH, en tenant compte de la durée
du stress et de son amplitude.

Augustin et al. (1998) ont modélisé 1’influence de 1’état physiologique des bactéries et
de la température de traitement sur la résistance de Listeria a la chaleur. Pour ne pas
négliger la destruction des bactéries qui intervient lorsque le milieu et chauffé jusqu’a
atteindre la température de traitement puis lorsqu’il est refroidi pour stopper le
traitement (condition dynamique de température), la durée du traitement appliquée a
température constante est corrigée. La durée corrigée est allongée afin de correspondre
a la durée de traitement a température constante, qui aurait le méme effet sur la
population bactérienne, que le traitement réellement appliqué (incluant le traitement a

température constante plus la montée en température et le refroidissement).
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4 - Conclusion

De nombreux modeles de microbiologie prévisionnelle ont été développés ces vingt
derniéres années et validés dans des bouillons de culture. Pour faire progresser cette discipline
et permettre son application, il s’agit aujourd’hui, non plus de créer de nouveaux modeles,
mais de valider ceux existants dans des conditions proches des pratiques des professionnels.
Pour cela, il faut décrire les propriétés physico-chimiques des produits alimentaires, en
déduire les facteurs pertinents qui influencent le développement bactérien et caractériser les
cinétiques bactériennes en fonction de ces facteurs. Pour répondre a ces besoins, il est
nécessaire d’avoir une approche pluridisciplinaire :

- le génie des procédés permet de caractériser 1’évolution des propriétés
physico-chimiques des aliments en fonction des parameétres contrdlant leur procédé de
fabrication,

- la microbiologie prévisionnelle prend en compte [’évolution de ces propriétés

physico-chimiques afin de prédire le développement des bactéries.
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Pour tenir compte de I’influence de la matrice sur le développement de Listeria, I’ensemble
des expériences de cette étude sera réalisé dans une mélée de viande de porc.

Pour intégrer I’influence du procédé, un modele de transfert de chaleur sera développé,
afin de prédire 1’évolution de la température en fonction des procédés d’étuvage, de fumage et
de stockage. Ces données seront ensuite introduites dans les modeles de microbiologie
prévisionnelle.

Au cours des expériences, les principales étapes du procédé de fabrication des lardons
seront reproduites (Figure 9). Nous avons choisi d’apporter une attention particuliére aux
étapes de saumurage, d’étuvage, de fumage, de refroidissement, de conditionnement et de
stockage, car elles ont un rdle prépondérant dans I’inhibition ou la destruction de Listeria.
L’influence de ces étapes sera prise en compte via les propriétés physico-chimiques
suivantes :

- le pH (pour le saumurage, le fumage, et le conditionnement),

- Tay (pour le saumurage et le conditionnement),

- la nature et la concentration en inhibiteur(s) (pour le saumurage, le fumage, et le
conditionnement),

- les températures €levées (pour I’étuvage, le fumage et le refroidissement)

- et les basses températures (pour le saumurage, le refroidissement, le

conditionnement et le stockage).

(@

(b)

réception des poitrines de porc

réception des jambons sans jarret

découennage, parage, désossage

découennage, parage, désossage,
hachage, ionisation

saumurage ajout de NaCl, de sel(s) d’acide(s)
organique(s),
égouttage contrdle de I’a,, et du pH
étuvage étuvage

fumage éventuel

ajout de fumée liquide

refroidissement refroidissement
cubage
conditionnement conditionnement
stockage stockage

Figure 9 : diagramme de fabrication des lardons (a) (FICT, 2000), (b) procédé appliqué au

laboratoire

55



Matériels et méthodes

1 - Souche bactérienne

Listeria monocytogenes 14 a ¢été isolée de sols et de matériels d’usine agroalimentaire.
C’est une souche de sérotype 4b, caractérisée par une croissance rapide (Begot et al., 1997).

Elle est conservée sur cryobilles (Mast Diagnostic, France) a -18°C.

2 - Aliment modele

Les cinétiques bactériennes ont été réalisées dans une mélée de viande de porc, ionisée et
conservée a -18°C. Sa teneur en matiere grasse libre est de 1,6 £ 1,1% (1,6 g de matiere
grasse libre dans 100 g de viande) ; sa composition chimique est présentée en Annexe 1. Cette
matrice alimentaire, une fois décongelée (pendant 15 heures a 4°C), a été utilisée comme

aliment modele pour I’ensemble de ce travail.

2-1. Matiére premiéere

Des jambons sans jarret ont été découennés, parés, désossés puis hachés (grille n°6) par le
boucher de I’Unité de Recherches sur la Viande du centre INRA de Theix. Soixante-quinze
kilogrammes de viande (sans os) ont été utilisés pour la réalisation de I’ensemble des

expériences.

2-2. Tonisation

La mélée de viande a été ionisée a une dose de 15 kGy (électrons a haute énergie, Aérial,
Illkirch, France) dans le but de réduire sa contamination initiale (viande pauci-microbienne).
Pour des raisons d’encombrement, 1’ionisation ne pouvait étre effectuée simultanément sur plus
de 40 kg de viande. Deux lots ont donc été traités : le premier en juillet 2002, le second en mars
2004. Pour obtenir une homogénéité de la dose d’irradiation, la mélée a été ensachée (400 g par
sac), en respectant la géométrie décrite ci-aprés. Les échantillons ne devant pas dépasser une
masse surfacique de 2,5 g.cm™, ils ont été conditionnés dans des sacs d’une largeur de 15 cm et
des parallélépipedes de dimensions suivantes ont été réalisés : 20 x 15 x 1,3 cm. Apres mise
sous vide, les échantillons ont été congelés, dans le but de limiter la formation de composés

d’oxydation lors de I’ionisation (Farkas, 1998).
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2-3. Produits ajoutés

L’ensemble des produits ajoutés a I’aliment modele est référencé dans le Tableau 6.

Tableau 6 : marque et mode de stérilisation des produits ajoutés a [’aliment modeéle

Produits Marques Modes de stérilisation
Acétate de sodium trihydraté * Sigma, France Filtration *”

Fumée liquide Enviro24 *' Soussanna, France Filtration **

Guaiacol (2-méthoxyphénol), 99%  Acros organics, France Filtration *2

Acide chlorhydrique, rectapur * Prolabo, France Autoclavage (15 min, 121°C)
Lactate de sodium, 60% Purac, France Filtration **

Chlorure de sodium, normapur Prolabo Autoclavage (15 min, 121°C)
Hydroxyde de sodium, normapur *  Prolabo Autoclavage (15 min, 121°C)
Sorbate de potassium, 99% * Acros organics Filtration **

* le produit a été stérilisé en solution dans de I’eau déminéralisée (solutions IN pour I’acide
chlorhydrique et le chlorure de sodium, solutions a 0,6 g.ml™" pour I’acétate de sodium et le sorbate de
potassium).

*! Ja composition en phénols de la fumée liquide est présentée en Annexe 2.

*? Jes filtres Stéritop (Millipore, France) de porosité 22 um ont été utilisés.

3 - Matériels

3-1. a,-métre

Les mesures d’ay, ont été réalisées a 20°C avec 1’ay-sprint TH500 (Novasina, Roucaire,
France). La température de 1’échantillon doit étre constante et homogeéne ; ceci est assuré par
thermorégulation (effet Peltier). La plage de régulation de température dans la chambre de
mesure est comprise entre 0°C et 50°C ; la précision est de = 0,2°C, et la résolution, de
+0,1°C. L’appareil permet un refroidissement maximum de 10°C, par rapport a la
température ambiante.

La plage de mesure est comprise entre 0,05 et 1,00 a,,. La reproductibilité des mesures est
de + 0,005 ay. La précision est de + 0,01 ay, et la résolution, de = 0,001 a,,.

L’étalonnage est réalisé a 1’aide de six points de référence d’hygrométrie vendus par
Novasina (ay 0,11 — 0,33 — 0,53 — 0,75 — 0,90 — 0,98). L’¢talonnage est également vérifié
avec des solutions concentrées de NaCl, pour des a,, comprises entre 0,779 et 0,985 (0,779
-0,804 - 0,837 - 0,864 — 0,889 — 0,914 — 0,935 — 0,952 — 0,971 — 0,985) (Pitzer et Mayorga,

1973), soit des valeurs égales ou proches du domaine d’a,, qui intéresse notre étude.
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3-2. pH-meétre

Le pH de la viande a ét¢ mesuré en profondeur, a I’aide d’une sonde de pénétration Inlab
427 (Inlab, France) et du pH-métre MP230 (Mettler Tolédo, France). La sonde 30K NTC
(Mettler Tolédo), reliée au pH-métre, mesure la température.

Le pH-méetre MP230 a une résolution relative de = 0,001 U pH, et une précision,
de = 0,001 U pH. L’appareil mesure le pH pour des températures comprises entre -30°C et
130°C ; la sonde de température ayant une résolution de 0,1°C.

La sonde Inlab 427 est une électrode de pH combinée, contenant une électrode de
référence (Argenthal) et un ¢lectrolyte polymeére a base de chlorure de potassium. Elle
fonctionne dans la zone de pH comprise entre 0 et 14.

L’étalonnage du pH-métre est réalisé a 1’aide de trois solutions, de pH : 4,01, 7,00 et 9,21
+ 0,02 U pH, a 25°C (Mettler Tolédo).

3-3. Etuves

L’étuvage de la viande a été réalisé a quatre températures (20, 42, 48 ou 53°C), dans une
enceinte réfrigérée a air forcé (FC 90, Eurotherm, Allemagne). Cette enceinte fonctionne pour
des températures ambiantes de 0 a 55°C, et des humidités ambiantes de 20 a 95%. Elle peut
réguler des températures de stockage de 0 a 62°C. Un ventilateur interne assure une parfaite
homogénéité de la température dans 1’enceinte. La régulation est réalisée par un régulateur
¢lectronique PID Eurotherm type 91, avec une précision de + 0,5°C.

Le stockage des échantillons de viande a été réalisé dans un incubateur réfrigéré (KB 240,
BINDER, Allemagne), possédant un convecteur d’air forcé et opérant sur une plage de
température de -9,9 a 99,9°C + 0,1°C, pour une température ambiante de 20°C. Pour une
utilisation optimale, 1’incubateur doit €tre placé dans une piece, dont la température se situe

entre 5 et 45°C, et I’humidité relative, entre 5 et 70%.

3-4. Enreqgistreur de température

Lors de I’étuvage et du stockage des échantillons, un enregistreur portatif de température
(EL-WIN, Lascar, Angleterre) a été utilisé pour mesurer la température au sein de 1’étuve. Cet
enregistreur a également ¢té utilisé pour mesurer I’évolution de la température, a cceur

d’échantillons d’aliment mod¢le non ensemencés, lors des étapes d’étuvage et de stockage.

58



Matériels et méthodes

Connecté a un ordinateur, I’EL-WIN, couplé a son logiciel (EasyLog), permet d’obtenir
I’évolution de la température en fonction du temps.

L’enregistreur peut fonctionner a des températures ambiantes de -10 a 50°C, et peut
mesurer des températures de -25 a 200°C, avec une résolution de +0,1°C, et une
précision de + 1°C. Il fonctionne a des humidités relatives comprises entre 5 et 95%. Il a une
fréquence d’acquisition allant d’une mesure toutes les cinq secondes a une mesure toutes les

12 heures.

3-5. Incubateurs bactériologiques

Aprés ensemencement, les boites de Pétri sont stockées dans des incubateurs
bactériologiques BE 500 (Memmert, Allemagne). Le brassage de l’air s’effectue par
convection. Ces incubateurs fonctionnent pour des températures ambiantes comprises entre
5 et 40°C, et des humidités relatives variant entre 5 et 80%. La régulation de température est

faite avec une précision de + 0,5°C.

3-6. Hotte a flux laminaire

Du fait de la pathogénicité de la bactérie étudiée, I’ensemble des expériences s’est déroulé
sous une hotte a flux laminaire verticale, de classe II et de type NU 425-400 (Nuaire, France).

La vitesse du flux d’air est comprise entre 0,3 et 0,6 m.s™.

3-7. Ensemenceur spiral

L’ensemenceur Spiral Systeme (DS, Interscience, France) permet d’ensemencer
automatiquement des boites de Pétri, afin de dénombrer des cultures microbiennes.
L’¢échantillon liquide est aspiré avec une micropompe et déposé a la surface d’une boite de
Pétri avec un stylet. Le stylet, porté par un systetme mobile, se déplace du centre vers la
périphérie de la boite, pendant que celle-ci est en rotation. L’échantillon est déposé en spirale,
selon un volume réguliérement décroissant, assurant ainsi, une dilution jusqu’au 1/1000°™ de
la suspension a dénombrer. Un volume total de 49,2 ul est déposé.

Apres incubation des boites, la concentration bactérienne est déterminée, en rapportant le
nombre de colonies comptées dans un secteur, au volume de suspension déposé dans ce méme

secteur. La limite inférieure de dénombrement est de 2.10° UFC.ml™".
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3-8. Stomacher

Les échantillons solides sont mis en suspension, puis malaxés, pendant une minute dans un
stomacher (Bagmixer 400, Interscience, France), afin d’obtenir un broyat homogene. Pour
éviter le bouchage du stylet de I’ensemenceur par des particules de viande, des sacs stomacher
avec filtre (porosité de 100 um, Bagfilter P, Interscience), d’un volume utile de 400 ml, ont

été utilisés.

3-9. Incubateur a agitation orbitale

Les précultures, réalisées en erlenmeyer de 50 ml, sont placées dans un incubateur
Novotron (Infors, France), dont la vitesse d’agitation est réglable entre 10 et 400 rpm + 1 rpm.
L’incubateur permet un refroidissement maximum de 5°C, par rapport a la température

ambiante, et peut fonctionner jusqu’a 60°C £ 0,2°C.

3-10. Microscope

Pour vérifier que les précultures ne sont pas contaminées, une observation de la suspension
bactérienne est réalisée avec le microscope Laborlux 12 (Leitz, Allemagne). Il s’agit d’un

microscope binoculaire avec un objectif @ immersion permettant un grossissement de 100.

3-11. Balances

Deux balances ont été utilisées :

- une balance Explorer 4100 g (OHAUS, MC2, France) a calibrage interne : sa plage de
mesure est de 4100 g, avec une précision de = 0,01 g,

- une balance analytique A 200S (Sartorius, France) : sa plage de mesure est de 202 g,

avec une précision de mesure de + 0,1 mg.

4 - Expériences préliminaires

4-1. Evaluation de la durée des expériences

La durée de conservation des lardons est, en moyenne, de 45 jours, pour une température
de stockage comprise entre 4 et 6°C. Cependant, afin de limiter la durée des expériences, nous

avons choisi de conserver I’aliment modele a 20°C. Pour évaluer le temps de stockage a cette
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température, cinq barquettes de lardons (Herta, Auchan, Fleury Michon, Tradilege,
Champion) ont été conservées a 20°C. Un examen visuel journalier des barquettes a été
effectué, jusqu’a I’apparition des premiers signes d’altération microbiologique (gonflement

des barquettes, suintement ou verdissement de la viande).

4-2. Ajustement de l'a,

Une gamme étalon, ay,=f(% NaCl), a été réalisée, afin de déterminer la quantité de
chlorure de sodium a ajouter a I’aliment mod¢le pour ’ajuster a I’a,, souhaitée. Ce parameétre
physico-chimique a été mesuré pour plusieurs aliquotes prélevées dans une méme mélée, afin
de vérifier I’homogénéité de 1’ay. Des essais similaires ont également été réalisés pour
déterminer si ’ajout de sel(s) d’acide(s) organique(s), ou de fumée liquide, modifiait 1’a,
initiale de I’aliment modéle. Dans ce cas, des gammes étalon a, =f (% NaCl) ont été
effectuées en présence de différentes concentrations de sel(s) d’acide(s) organique(s) ou de
fumée liquide.

Le mélange du chlorure de sodium dans I’aliment mod¢le est réalisé sous une hotte a flux
laminaire. En fonction de la quantité de viande utilisée, il est effectué :

- par malaxage manuel, pendant six minutes, pour 400 g de viande. Le sel est mélangé a

Y4 de la viande, puis le reste de la mélée est ajouté progressivement. Cette étape est
réalisée sur un plateau stérile, avec des gants stériles,

- et a I’aide d’une cuillere stérile (Fisher Labosi, France), pendant une minute, pour

120 g de viande. Le mélange est effectué¢ dans un bécher stérile de 500 ml.

4-3. Ajustement du pH

Des essais ont été réalisés, afin de :
- déterminer la quantité d’hydroxyde de sodium (1N) ou d’acide chlorhydrique (IN) a

ajouter a I’aliment mode¢le, pour 1’ajuster au pH souhaité,

et vérifier ’homogénéité du pH, en effectuant plusieurs mesures au sein d’une méme
mélée.
L’ajustement est réalis¢ sous une hotte a flux laminaire, apres nettoyage du pH-meétre avec
de I’éthanol. Les sondes sont décontaminées dans un bain d’éthanol, pendant 15 minutes.
Lorsque 400 g de viande sont utilisés, la mélée est fractionnée, apres ajustement de 1’a,, en
trois mélées qui sont placées dans des béchers stériles de 500 ml. Lorsque 120 g de viande
sont utilisés, I’ajustement du pH est réalisé dans le bécher stérile qui a servi a I’ajustement de
I’ay,.
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Apres chaque addition d’acide ou de base dans le bécher, la mélée est mélangée avec une
cuillere stérile, durant deux minutes et demi; le pH est ensuite mesuré avec la sonde de

pénétration Inlab 427 (paragraphe 3.2).

4-4 TInoculation de la viande

Le taux de contamination initiale de 1’aliment modeéle est fixé a 10° UFC.g"', de maniére a
ce que, compte tenu du seuil limite de détection de notre méthode, des destructions et des
croissances puissent étre observées dans des conditions satisfaisantes.

La suspension bactérienne est ajoutée au sac stomacher sans filtre contenant 1’aliment
modele (de I’ordre de 120 a 130 g). Un malaxage manuel est effectué pendant deux minutes.
Lorsque les expériences nécessitent 400 g d’aliment modele, la mélée est divisée, apres
ajustement de 1’ay,, en trois échantillons de 130 g. Ceux-ci sont réunis, apres inoculation, dans
un sac stomacher et un malaxage manuel est effectu¢ pendant trois minutes.

Des dénombrements de la population de Listeria ont été réalisés sur plusieurs échantillons
de 20 g prélevés dans un méme sac (contenant 400 ou 120 g de viande), afin de vérifier que la

concentration bactérienne était homogéne et proche de 10° UFC.g™.

4-5. Détermination des procédés d'étuvage

Pour garantir un traitement équivalent d’un échantillon a I’autre, pour un méme procédé
d’étuvage, I’aliment modele est mis sous forme parallélépipédique. Pour éviter les
contaminations, il est stocké a I’intérieur d’un sac stomacher sans filtre, d’une contenance de
400 ml et de 16,5 cm de largeur. La hauteur du parallélépipede (1,0 cm) et la largeur sont
identiques pour tous les échantillons, mais la longueur est ajustée en fonction de la masse de

I’échantillon (Figure 10).

1,0 cm/
N

16,5 cm

Vv

& N

N 7~

Longueur variable en fonction de
la masse d’aliment mod¢le

Figure 10 : dimensions du parallélépipede d’aliment modéle lors de |’étuvage
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Lors de la fabrication des lardons, le produit reste cru, apres I’étuvage. Pour s’assurer que

I’aliment modéele ne cuit pas pendant cette étape, nous avons observé sa couleur et sa texture.

Par ailleurs, afin de suivre I’évolution de la température dans 1’aliment modele au cours de

I’étuvage et du stockage, des mesures ont été réalisées avec 1’enregistreur de température

portatif EL-WIN. Pour des raisons de sécurité, elles ont été¢ effectuées au cceur d’un

parallélépipede d’aliment modéle (120 g) non ensemencé. La fréquence d’acquisition a été

d’une mesure toutes les cinq secondes, du début de I’étuvage jusqu’a stabilisation a la

température de stockage.

5 - Protocole

La Figure 11 présente les étapes du protocole utilisé dans cette étude.

aliment modéle

ajout d’inhibiteur(s)

ajustement de I’a, : NaCl

v

ajustement du pH : HCI/ NaOH IN

\

mesure du pH
prélévement ~ 3 g : mesure de I’a prélévement = 20 g : dénombrement flore totale
: W
ensemencement N, = 10° UFC.g!
prélévement =~ 20 g : dénombrement Listeria

pesée et formation
d’un parallélépipede
étuvage

prélévement =~ 20 g : dénombrement Listeria

stockage de la mélée jusqu’a stabilisation de la température

échantillonnage : m~ 20 g

v

stockage des échantillons

dénombrements de Listeria

Figure 11 : protocole des expériences
souligné : étape optionnelle selon les facteurs étudiés
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5-1. Précultures

Nous avons adapté le protocole préconisé par le groupe méthodologie de Sym’Previus',
qui recommande de réaliser trois précultures successives, afin d’obtenir une population de
Listeria de lordre de 10°UFC.ml" en phase stationnaire depuis trois a quatre heures
(Annexe 3). La concentration en Listeria a ét¢ mesurée par dénombrement sur milieu Palcam

(Biokar, France).

5-2. Controle de I'a,, du pH et du pourcentage d'inhibiteur(s)

L’ay, puis le pH, sont ajustés. Le pH de la viande est mesuré, une aliquote est ensuite
prélevée dans la mélée pour contrdler son ay. La mélée est conservée a 4°C, jusqu’au
lendemain. Les inhibiteurs sont toujours ajoutés a 1’aliment modele avant ajustement de 1’ay,.
Le volume de solution inhibitrice a ajouter en fonction du pourcentage souhaité est calculé en

tenant compte du poids de 1’aliment modéle et de la quantité de chlorure de sodium.

5-3. Cinétiques bactériennes

Des cinétiques réduites et des cinétiques complétes sont réalisées. Pour les cinétiques
réduites, quatre dénombrements de la population de Listeria sont effectués, chacune de ces
cinétiques nécessitant environ 120 g d’aliment modéle. Pour les cinétiques complétes
(réalisées en triple), environ 400 g d’aliment modele sont nécessaires et un minimum de
quinze dénombrements de la population de Listeria est réalisé, conformément aux
recommandations du groupe méthodologie de Sym’Previus.

Le protocole présenté en Figure 11 a été suivi pour les cinétiques réduites et complétes.

5-3.1. Ensemencement

Apres ajustement du pH, environ 20 g de viande sont prélevés pour dénombrer la flore
totale. La mélée est ensuite inoculée en ajoutant un volume suffisant de la dilution au 1/100°™
de la troisiéme préculture, pour obtenir une contamination initiale de 1’ordre de 10° UFC.g™.

Un nouveau prélévement est effectué pour dénombrer la population initiale en Listeria.

' Sym’Previus est un groupement d’intérét scientifique (dont le CTSCCV est membre), créé en 1999, ayant pour
objectif de développer un outil d’aide a I’expertise en microbiologie prévisionnelle.

64



Matériels et méthodes

5-3.2. Etuvage

Le restant de la mélée est pesé pour déterminer la longueur du parallélépipede d’aliment
modele a réaliser. La mélée est mise en forme puis étuvée a plat ou directement stockée a
20°C. A la fin de I’étuvage, un échantillon d’aliment modéle est prélevé pour dénombrer la

population de Listeria.

5-3.3. Stockage

A TDissue de I’étuvage, I’aliment modele est stocké a 20°C. Apres stabilisation de sa
température, il est échantillonné. Autant d’échantillons (de 1’ordre de 20 g) que de

dénombrements a réaliser sont préparés et conservés dans des sacs stomacher.

5-3.4. Dénombrement

Pour les cinétiques réduites, les temps auxquels les dénombrements sont effectués sont

présentés dans le Tableau 7.

Tableau 7 : temps (en jours) auxquels les dénombrements sont effectués lors des cinétiques
réduites

Facteurs étudiés t tp t3 ty
ay—pH 0 1 5 7
ay — pH — inhibiteur(s) 0 1 5 7
ay — pH — procéd¢ d’étuvage 0 en fin d’étuvage, variable selon le procédé 4 6

Pour les cinétiques complétes, les dénombrements aux temps t; et t; sont systématiquement
réalisés. Les autres dénombrements sont effectués, de manicre a disposer de points également
repartis lors des phases de latence, exponentielle et stationnaire.

Pour certaines cinétiques, un dénombrement de la flore totale en fin d’expérience permet

de vérifier que 1’aliment modéle n’a pas été contaminé par une autre flore.

Pour chaque dénombrement, environ 20 g d’aliment modele sont broyés dans du
tryptone-sel (tryptone 1,0 gl et NaCl 8,5 g.I"), pendant une minute, pour obtenir une
suspension homogéne diluée au 1/10°™ (% pour le dénombrement de la flore totale). Cette
suspension est ensuite stockée pendant 20 minutes (30 minutes lors du dénombrement de la
flore totale) & 20°C, pour permettre la revivification des bactéries. Des dilutions au 1/10°™
sont réalisées, puis ensemencées sur quatre boites (deux boites pour chacune des deux

dilutions successives) a I’aide de 1’ensemenceur spiral.
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Le Tableau 8 présente les milieux et leurs conditions d’incubation en fonction des

microorganismes dénombre¢s.

Tableau 8 : milieux et conditions d’incubation en fonction des microorganismes étudiés

Microorganismes étudiés Milieux utilisés Conditions d’incubation
Flore totale Plate Count Agar (Biokar) 30°C, 72h
L. monocytogenes Palcam (Biokar) 37°C, 24h puis relecture a 48h

6 - Plans d'expériences

Selon les facteurs étudiés, les plans d’expériences factoriels complets, A ou B, sont réalisés
(Figure 12). Le plan A permet d’explorer un large domaine de pH et d’ay. Le plan B, inclus
dans le plan A, encadre plus finement le domaine d’a, et de pH des lardons. Toutes les

expériences des plans correspondent a des cinétiques réduites (paragraphe 5-3).

pH
5,0 5,3 5,6 5,9 6,2
O O @ @ ®
O
>0 O @ @ L ]
&
f E0—0—o o @
<
2O O O O O
S0 e e e 9)
()

Figure 12 : niveaux d’a,, et de pH étudiés dans les plans d’expériences A et B

o+ e :niveaux d’ay et de pH du plan d’expériences A (25 cinétiques réduites)
° : niveaux d’ay, et de pH du plan d’expériences B (neuf cinétiques réduites)
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6-1. Influence de I'a, et du pH

L’influence de I’a,, et du pH sur le développement de Listeria, est étudiée selon le plan
d’expériences A (Figure 12). Des cinétiques complétes, complémentaires a ce plan
d’expériences, sont effectuées en triple. Elles sont réalisées dans les conditions suivantes :

- ay0,97/pH 6,2, ay, 0,95/pH 5,6, pour une température de stockage de 20°C

- etay 0,965/pH 5,9, pour une température de stockage de 4°C.

6-2. Influence de la nature et de la concentration en inhibiteur

L’influence de quatre inhibiteurs (chacun testé a trois concentrations, Tableau 9) est
¢tudiée dans les conditions du plan d’expériences B (Figure 12), ce qui représente un total de
108 expériences. En fonction des résultats obtenus, des cinétiques réduites supplémentaires
sont réalisées, pour étudier I’effet de I’ajout simultané de deux inhibiteurs ou d’un phénol

majoritaire de la fumée liquide : le guaiacol.

Tableau 9 : pourcentages (et équivalents en concentrations) testés dans le plan d’expériences
B, en fonction de la nature de [’inhibiteur

Nature de I’inhibiteur Pourcentage (% p/p) Equivalent en concentration (mM)

1 plan  Lactate de sodium 1,5-3,0-4,5 134 — 268 — 402
2°™ plan  Acétate de sodium 0,3-0,6-0,9 22 —44 - 66
3eme plan Sorbate de potassium 0,3-0,6-0,9 20-40-60
4°™ plan  Fumée liquide 0,3-0,6—0,9% -

* pourcentage exprimé en %(v/p)

6-3. Influence du procédé d'étuvage

Trois procédés d’étuvage sont testés (Tableau 10). Chacun est caractérisé par une durée et
une température de traitement. Le plan d’expériences A (Figure 12) est appliqué, ce qui
représente 75 expériences. En complément du plan d’expériences, des cinétiques complétes
sont réalisées en triple. Elles sont effectuées pour les trois procédés d’étuvage, dans les
conditions suivantes :

- ay0,97/pH 6,2, ay, 0,95/pH 5,6, pour une température de stockage de 20°C

- eta,, 0,965/pH 5,9, pour une température de stockage de 4°C.

Tableau 10 : procédeés d’étuvage testés dans le plan d’expériences A

Dénomination Température (°C) Durée (h)

4h/42°C 42 4
1h/48°C 48 1
1h/53°C 53 1
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7 - Traitements des données

L’ensemble des expériences réalisées a pour but :
d’étudier I’influence des principaux parameétres du procédé de fabrication des lardons
(procédés d’étuvage et de stockage, formulation : pH, ay, nature et concentration en
inhibiteurs) sur I’évolution de la contamination de L. monocytogenes

- et d’apporter les données nécessaires pour adapter, optimiser, valider les modéles
choisis, afin de prédire le développement de L. monocytogenes au cours du procédé de

fabrication et du stockage des lardons.

7-1. Etude des capacités de croissance

7-1.1. Définition

La capacit¢ de croissance (CC) est définie comme la différence de population de
L. monocytogenes entre le début et la fin d’une étape clef du procédé. Trois capacités de
croissance peuvent étre calculées :

- la capacité de croissance pour le procédé global (CCgiopare) :

cC

globale

=log(N, ) —log(N, ) Eq. 36

Avec N, la concentration en Listeria (UFC.g™), et t; et t; définis dans le Tableau 7

- les capacités de croissance pour I’étape d’étuvage (CCosunage) €t de stockage (CCgockage)s

qui permettent d’apprécier 1’évolution bactérienne au cours d’une étape unitaire du

procédé :
CClage =10g(N, ) —log(N,) Eq. 37
CCpctage =10g(N, ) —log(N,)) Eq. 38

Avec t, t; et t4 définis dans le Tableau 7.

7-1.2. Analyses des résultats

En fonction de la valeur de la capacité de croissance, trois zones sont définies :

- lorsque la capacité de croissance est strictement supérieure a 1,0 U Log, les conditions
sont favorables au développement de la bactérie (Buchanan et al., 1989),

- lorsque la capacité de croissance est strictement inférieure a - 1,0 U Log, les conditions
sont favorables a la destruction de la population bactérienne,

- et lorsque la capacité de croissance est comprise entre -1,0 U Log et 1,0 U Log, la

population est stable, il n’y a ni croissance, ni destruction.
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Nous définissons, de plus, la frontiére entre le domaine permettant la croissance de Listeria

(CCyiobate > 1,0 U Log) et celui ou elle n’a pas lieu (CCgiopate < 1,0 U Log). Cette fronticre

correspond aux CCyopare €gales a 1,0 U Log, elle est notée CC = 1.

7-2. Modélisation des cinétiques de Listeria

7-2.1. Modéles de microbiologie prévisionnelle utilisés

Pour modéliser la croissance de Listeria, nous avons sélectionné :

le modele primaire logistique avec délai et rupture (Rosso et al., 1996) qui présente
I’avantage d’étre simple et dont les paramétres ont une signification biologique
(Equations 2 et 3, Chapitre étude bibliographique)

et le modéle secondaire d’ Augustin (Augustin, 1999) qui permet d’étudier 1’influence
du pH, de ’ay, de la température et des inhibiteurs. De plus, les interactions entre
facteurs environnementaux sont prises en compte et les parameétres de ce modele ont

une signification biologique (Equations 9 a 15, Chapitre étude bibliographique).

Pour modéliser la destruction thermique de Listeria, nous avons sélectionné :

le modele de Chick (1908), cité par Xiong et al (1999) (Equations 20 et 21, Chapitre
¢tude bibliographique) en supposant que les cinétiques de destruction suivent une
cinétique du premier ordre. Le choix de ce modéle, trés simple, se justifie par le fait
que nous ne disposons que de deux points de dénombrement pendant 1’étape d’étuvage
(en début et en fin de phase), étape ou la température augmente jusqu’a éventuellement
détruire une partie de la population bactérienne. Ne pouvant pas définir I’allure des
cinétiques de destruction, nous appliquons donc le principe de parcimonie ;

et le modele secondaire de Bigelow (1921), cité par Van Impe et a/ (1995), présenté en
Equations 24 et 25 (Chapitre étude bibliographique), pour prédire 1’évolution du temps
de réduction décimale (Dy) en fonction de la température. Nous fixons, par ailleurs, la
température de référence a 60°C. Ainsi, connaissant la valeur de Dy et de z’ (élévation
de température qui diminue d’un facteur dix la valeur de Dy), Dy peut étre déterminé

en utilisant I’Equation 25 (Chapitre étude bibliographique).
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7-2.2. Optimisation des paramétres des modéles de microbiologie

prévisionnelle

7-2.2.1. Modele primaire

L’optimisation des paramétres des modeles primaires consiste a lisser les cinétiques
expérimentales : la valeur des parameétres des modéles primaires caractérisant les cinétiques
bactériennes est ajustée pour que les courbes lissées soient aussi proches que possible des
points expérimentaux. Dans notre étude, les cinétiques complétes réalisées en condition
statique sont lissées (équation logistique avec délai et rupture, paragraphe 7.2.1) par
régression non linéaire, avec un critére des moindres carrés. Cette opération est effectuée avec
le module de régression non linéaire du logiciel Statistica Version 6 (Statsoft 6.0, France), en
prenant d’abord la méthode de Rosenbrock, puis une méthode quasi-newtonienne. Pour
chaque parametre ajusté, une valeur initiale est donnée. La valeur finale des parameétres est
obtenue avec un intervalle de confiance de 95%. Nous avons fixé la valeur initiale de la
concentration initiale (Ny) a 10° UFC.g"' et la valeur initiale de la concentration maximale
(Nmax) @ la moyenne de celle observée au cours des expériences, lorsque la phase stationnaire
est atteinte, i.e. 1,6.108 UFC.g'l. Une estimation des valeurs du taux maximal de croissance
(umayx) et du temps de latence (lag) a été effectuée, pour chaque condition testée, au regard des

résultats expérimentaux, afin de disposer d’une valeur initiale.

7-2.2.2. Modéle secondaire

7-2.2.2.1. Sélection des parametres a optimiser

Pour prendre en compte l’influence de la nature du substrat et de la bactérie, les
coefficients des modeles secondaires doivent €tre optimisés ou obtenus dans la littérature,
lorsque ces données sont disponibles.

Les valeurs du taux optimal de croissance (u,p), du temps de réduction décimale (Dy) et de
z’ (élévation de température qui diminue d’un facteur dix la valeur de Dy ) ont été optimisées,
a partir de nos données expérimentales.

Nous avons utilisé la valeur moyenne de K (facteur reliant le taux maximal de croissance et
le temps de latence), calculée a partir de cinétiques complétes réalisées dans cette étude.

Les valeurs cardinales sont, par hypothése, indépendantes de la nature du substrat
(Augustin, 1999). En conséquence, les valeurs cardinales (Xmin®, Xopt, Xmax) qU€ NOUS avons

utilisées sont celles proposées par Augustin (1999) (Tableau 11).
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Tableau 11 : valeurs cardinales pour L. monocytogenes estimées par Augustin (1999)

Propriétés physico-chimiques Valeurs cardinales Valeurs estimées

Température 0,in° (°C) -3,0
Opt (°C) 37,0
0max (°C) 45,5

pH pHin® (HCI) 4,38
PHopt 7,10
PH,ax 9,61

ay Ay min” (NaCl) 0,913
y opt 0,997
Ay max 1,000

Pour modéliser I’influence des sels d’acides organiques et de la fumée liquide, deux

approches sont comparées :

- la premicre consiste a utiliser une valeur de concentration minimale inhibitrice absolue
(CMI°) spécifique pour chaque inhibiteur. La valeur des paramétres cardinaux (valeurs
optimales, maximales et minimales absolues) est indépendante de la présence d’un
inhibiteur. Pour cette approche, utilisée par Augustin (1999), c’est le pHmin°(HCI) qui
est utilisé, méme en présence d’inhibiteur

- et la seconde, que nous proposons dans ce travail, consiste a utiliser une valeur de
CMI° et un pHyin° spécifique pour chaque inhibiteur. Nous supposons que la valeur de

pHmin® est influencée par la présence de sel d’acide organique ou de fumée liquide.

Selon I’approche utilisée, nous avons optimisé les valeurs de CMI° :
- en utilisant le pHpin°(HCl) proposé par Augustin, lorsque I’approche développée par
cet auteur a été¢ employée,
- simultanément a I’optimisation du pHmin® spécifique de I’acide associé a I’inhibiteur,
lorsque I’approche développée dans cette étude a été utilisée.
Nous avons ¢galement compar¢ la qualité des prédictions du mode¢le, lorsque les valeurs de
CMI° et de pHpmin° utilisées (Tableau 12) sont optimisées ou obtenues dans la littérature

(lorsqu’elles étaient disponibles).

Tableau 12 : valeurs des pHyin° et des CMI° de L. monocytogenes estimées par Augustin (1999)

Valeurs estimées

pHin° (acide acétique) 4,79
pH,in° (acide lactique) 4,54
CMI° sorbate de potassium 49:6 mM
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Enfin, nous avons ajusté la valeur du paramétre de forme p (Equation 39). Augustin (1999)
a fix¢é la valeur de p a un, mais il a envisagé, dans les perspectives de son travail de thése,

d’optimiser la valeur de ce paramétre en fonction de la nature de I’inhibiteur.

3 3

P (eopt _9) ’ n (pHOpt _pH) N (awopt _aw)
(eopt - Hmin O) (pHopt - p min O) (awopt - awmin O)

Avec pH,.in°, @y min®s Onin®, l€s valeurs minimales absolues de croissance,
PHopi, @y opis Oopis 1€ valeurs optimales de croissance,

¢;, la concentration de la substance inhibitrice j,

CMI;°, 1a concentration minimale inhibitrice absolue de la substance j,
p, un parametre sans signification biologique

(1-c,/CMi °) Eq. 39

7-2.2.2.2. Méthode d’optimisation

La régression non linéaire avec un critére des moindres carrés est utilisée pour ajuster les
parametres des modeles secondaires (taux optimal de croissance, concentration minimale
inhibitrice absolue, paramétre p, z’, temps de réduction décimale a la température de
référence). Cette opération est réalisée avec le module Solveur d’Excel (méthode de Newton).
Pour chaque parametre ajusté, une valeur initiale est donnée au regard des résultats

expérimentaux ou des données de la littérature.

7-2.2.2.3. Données expérimentales utilisées

Le taux optimal de croissance (u.,;) a €té optimisé en utilisant les résultats des répétitions
des cinétiques complétes réalisées pour une température de stockage de 20°C et dans les
conditions environnementales suivantes : pH 5,6/a,, 0,95 et pH 6,2/a,, 0,97.

Le parametre K a été calculé a partir des valeurs de taux maximal de croissance (tuqx) €t de
temps de latence (lag) obtenues apres lissage des six cinétiques completes réalisées a 20°C.

Pour optimiser les pHpin® spécifiques de chaque inhibiteur, les concentrations minimales
inhibitrices (CMI°) et le parametre p, une partie des cinétiques réduites du plan d’expériences
B a ¢ét¢ employée ; les autres cinétiques, non utilisées, étant réservées pour évaluer la qualité

des prédictions du modele (Figure 13).
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Figure 13 : expériences utilisées pour ajuster les parametres du modele d’Augustin (®) ou
utilisées pour comparaison avec les prédictions des modeles (0), pour les trois pourcentages
d’inhibiteur testés

Les parametres Dgo (temps de réduction décimale & 60°C) et z’ (¢lévation de température
qui permet de diviser par dix la valeur du temps de réduction décimale), relatifs au modele
secondaire de destruction thermique, ont également été optimisés. Pour cela, nous avons
utilisés les résultats des dénombrements bactériens effectués en début et en fin de phase
d’étuvage, pour les cinétiques completes réalisées a une température de stockage de 20°C,
dans les conditions environnementales suivantes : pH 5,6/ay, 0,95 et pH 6,2/a,,0,97. Seules les
cinétiques au cours desquelles la température de 1’aliment modéle est supérieure a la
température maximale de croissance de Listeria (45,5°C) ont été utilisées, c'est-a-dire les

expériences avec un étuvage 1h/53°C et 1h/48°C.

7-2.3. Estimation de la qualité des cinétiques prédites

7-2.3.1. Analyse de Monte Carlo

Apres avoir déterminé les paramétres du modele d’Augustin (u, K...), il est possible de
prédire des croissances, en calculant d’abord le taux maximal de croissance et le temps de
latence avec le modele secondaire, puis les cinétiques bactériennes avec le modéle primaire,
pour des populations bactériennes initiale (Ny) et maximale (N,,,,) données.

La comparaison entre les résultats expérimentaux et les simulations peut étre faite, si I’on
tient compte, d’une part, des erreurs de mesure, et d’autre part, des incertitudes sur la

détermination des parametres.
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Pour ce faire, nous avons utilis¢ une méthode de Monte Carlo, en supposant que, sur le
domaine expérimental exploré, le coefficient de variation (ratio de 1’écart-type sur la
moyenne) des paramétres était constant. A partir des cinétiques complétes réalisées pour une
température de stockage de 20°C et différentes conditions de pH et d’ay, les taux maximums
de croissance (unqx), les populations bactériennes initiales (Ny) et maximales (N,4y), ainsi que
les écarts-types correspondants ont été calculés, ce qui a permis de déterminer les coefficients

de variation.

La procédure que nous avons adoptée pour 1’analyse de Monte Carlo est la suivante :

- pour une condition donnée de pH, d’a, de température et d’inhibiteur, le modele
d’Augustin calcule un taux maximal de croissance et un temps de latence associé (par
I’intermédiaire du parametre K);

- le coefficient de variation étant supposé constant, les écarts-types de tmax (Cumax)> Nmax
(oNmax) €t Ny (ono) sont calculés ;

- une nouvelle valeur de . est générée (Utilitaire d’analyses, Excel), en supposant
qu’il suit une loi Normale de moyenne t.. et d’écart-type Gumax. Il est fait de méme
pour Ny et N, Le temps de latence est calculé a partir de la nouvelle valeur de ppay ;

- les nouvelles valeurs de uqx, lag, Ny et Ny, sont introduites dans le modéle logistique
avec délai rupture pour générer une courbe de croissance.

Pour chaque condition, mille courbes sont ainsi générées en fonction du temps. A chaque
temps de calcul, les centiles 0,5, 2,5, 5, 95, 97,5, 99,5 sont déterminés. Le n-iéme centile est la
valeur pour laquelle n % des observations lui sont inférieurs. Le calcul des centiles permet
d’obtenir les enveloppes a 90%, 95% et 99%.

Nous avons fixé I’erreur expérimentale a = 0,7 U Log. En fonction de la disposition des
points expérimentaux par rapport aux prédictions du modele, la qualité¢ des prédictions est

estimée (Tableau 13).

Tableau 13 : qualité des prédictions pour chaque cinétique réduite, en fonction de la
disposition des points expérimentaux par rapport a la courbe prédite

Concentration bactérienne | Tout les points expérimentaux +/- 0,7 U Log sont
Correcte . ., , T 0no 1
bien estimée dans 'enveloppe a 90% de la courbe prédite
- Aucun point expérimental +/- 0,7 U Log n'est
&; Non Concentration bactérienne |au-dessus de I'enveloppe a 90% de la courbe prédite
g dangereuse |surestimée - Et au moins un point expérimental +/- 0,7 U Log est
S au-dessous de I'enveloppe de la courbe prédite
= Concentration bactérienne |- Au moins un point expérimental +/- 0,7 U Log est
Dangereuse ., , \ 1
sous-estimée au-dessus de I'enveloppe a 90% de la courbe prédite
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Lorsqu’au cours d’une cinétique, la température est supérieure a la température maximale
de croissance de Listeria (45,5°C), les modeles de destruction sont utilisés. Nous avons choisi
de ne pas tenir compte des incertitudes sur la détermination des parameétres des modeles de
destruction :

- d’une part, cela complexifierait le traitement des données, plusieurs analyses de
Monte Carlo devant étre réalisées simultanément. Le traitement ne pourrait pas étre
réalisé avec des outils simples de modélisation (Excel), et en utilisant un logiciel
plus performant (Matlab), nous limiterions la diffusion de I’outil de prédiction
aupres des professionnels de la filiére ;

- d’autre part, les cinétiques réalisées ne nous permettent pas de définir I’évolution de

I’écart-type du temps de réduction décimale (Dy) en fonction de la température.

7-2.3.2. Tests de Fisher

Nous avons utilisé le test de Fisher :
- pour comparer les deux approches proposées pour prédire I’influence d’un
inhibiteur sur la croissance de Listeria (paragraphe 7-2-2-2-1) ;
- pour déterminer si I’optimisation des paramétres (pHmin°, CMI°, p) améliore la

qualité des prédictions, comparativement a I’utilisation des données de la littérature.

Le test de Fisher permet de déterminer si 1’ajout d’un paramétre a un modele diminue de
facon significative la somme des carrés des écarts (SCE) entre les valeurs mesurées et les
valeurs prédites. Connaissant le nombre de parametre(s) de chacun des modéles et la quantité
de données utilisée pour calculer la SCE, le rapport F est calculé (Equation 40). Si ce rapport
calculé est inférieur a la variable de Fisher (Equation 41) lue dans la table présentée en
Annexe 4, alors 1’ajout d’un parametre supplémentaire au modéle n’améliore pas les
prédictions. Le principe de parcimonie s’applique et le modele avec le moins de parametre(s)
est utilisé. Dans le cas contraire, 1’ajout d’un parametre au modele améliore significativement

les prédictions.

— E, —SCE
F;'alculé = Z pa . SC : SC < Eq 40
P,— D, SCE,
F;able(pa_pb’n'_pcﬂa') Eq41

Avec n’, la quantité de données utilisées pour calculer la somme des carrés des écarts (SCE),

P, et P,, le nombre de parameétre(s) des modéles a et b (a ayant le nombre le plus élevé de paramétres),
SCE, et SCE,, 1a SCE entre les concentrations bactériennes mesurées et prédites avec les modeles a et b,
o', le niveau de signification
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Nous nous sommes tout d’abord intéressés a la CMI°. En utilisant le pHy,in°(HCI), et le
parametre p égal a un, nous avons testé si ’optimisation de la CMI® par rapport a utilisation
de la CMI° proposée par Augustin (Tableau 12) diminuait significativement la SCE entre les
concentrations bactériennes expérimentales et prédites.

Nous avons ensuite étudié le pHuin°. Nous avons testé si I'utilisation d’un pHpin°
spécifique de I’inhibiteur (proposé par Augustin) plutét que le pHmin°(HCI), diminuait
significativement la SCE entre les concentrations bactériennes expérimentales et prédites.
Nous avons, ensuite, étudi¢ si I’optimisation du pHmin® spécifique de I’inhibiteur améliorait
les prédictions. Lors de ces tests, le parameétre p a été fixé a un. Selon les résultats du premier
test de Fisher (¢tude de la CMI®), soit la CMI° proposée par Augustin a été utilisée, soit elle a
¢été optimisée.

L’influence de la valeur du parameétre p sur la SCE est ensuite étudiée. Nous avons testé si
I’optimisation du parameétre p, en fonction de la nature de I’inhibiteur, diminue la SCE par
rapport a la SCE calculée lorsque le parameétre p est égal a un. Les valeurs de pHin° et de
CMI° utilisées lors de I’étude du parameétre p sont déterminées en fonction des résultats des

précédents tests de Fisher.

7-2.4. Modélisation de la frontiére £C = 1

La frontiere entre les domaines de croissance et d’absence de croissance a été définie
comme les conditions environnementales pour lesquelles la capacité de croissance globale est
égale a 1,0 U Log; elle est notée CC = [. Pour la modéliser, nous avons employé une
méthode itérative. Pour chaque pH compris entre 4,9 et 6,3 (avec un incrément de 0,05 U pH),
I’a,, permettant d’obtenir une CCgopae €gale a 1,0 U Log est déterminée :

- connaissant la température, les valeurs du taux maximal de croissance (uqy), du temps

de latence (/ag) et du temps de réduction décimale (Dy) sont prédites;

- ces valeurs sont introduites dans les modéles primaires pour estimer la population
bactérienne au temps t4 défini dans le Tableau 7. Les valeurs de populations bactériennes
initiale (Np) et maximale (Nn) sont respectivement fixées a 1.10° UFC.g" et
1,65. 108 UFC. g'l. La valeur de I’a,, permettant d’obtenir une CCyjopaie €gale a un est alors
déterminée a 1’aide de la fonction valeur cible de 1’Utilitaire d’analyses d’Excel.

Les couples a,/pH ainsi obtenus sont utilisés pour tracer la frontiere CC = 1.
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7-3. Modélisation du transfert de chaleur

7-3.1. Modéle utilisé

Lors des expériences, la température dans 1’aliment modele est influencée par les procédés
d’étuvage et de stockage. Pour modéliser les transferts de chaleur, deux contraintes doivent
étre respectées :
- le modele doit étre développé avec des outils simples de modélisation (macros sous
Excel), afin de pouvoir étre diffusé aisément chez les professionnels de la filiere

- et le modele de transfert thermique doit pouvoir simuler tous les procédés d’étuvage
actuels et futurs (modification de I’amplitude et de l’intensité de la variation de
température, ou de la durée de I’opération), sans qu’aucun parametre supplémentaire ne
soit nécessaire.

De plus, nous avons uniquement considéré les phénomenes de transfert de chaleur a
I’intérieur du produit. En effet, les transferts de matiére air - produit (évaporation de 1’eau,
convection a 'interface) sont négligés : ils sont fortement limités, car 1’aliment modele se
trouve a I’intérieur d’un sac stomacher fermé. Les transferts de chaleur entre le produit et son
support (conduction), de méme que le transfert de chaleur par rayonnement ont également été
négligés, car ils représentent, dans cette application, des modes mineurs de transfert (Figure 8,
Chapitre étude bibliographique).

Nous avons également considéré que :

- I’aliment modgle est inerte, c'est-a-dire qu’il ne consomme, ni ne produit de chaleur,

- le transfert de chaleur au travers de ’aliment mod¢le sous forme de parallélépipede est

unidirectionnel (plaque infinie) : compte tenu de sa géométrie (longueur et largeur
grandes par rapport a [’épaisseur), il s’effectue le long d’un unique axe, x,

perpendiculaire a I’épaisseur sur chaque face de la plaque (Figure 14).

0 |

0

0 X

Figure 14 : transfert de chaleur a travers une plaque (Bimbenet et al., 2002)

Avec 0, la température a laquelle sont portées les faces de la plaque d’aliment modéle au temps t = 0,
6, la température en tout point de la plaque avant traitement thermique,

Xmar» 12 demi épaisseur de la plaque d’aliment mode¢le,

x, ’axe selon lequel le transfert de chaleur s’effectue
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La conduction de la chaleur a P’intérieur du produit est ainsi décrite par une forme

simplifiée de la loi de Fourier (Equation 42) (Bimbenet et al., 2002) :

06 06
| A—| | A —
a(pcp 0) — ( ax jx ( ax )de

ot dx

Eq. 42

Avec 8, la température en K,

A, la conductivité thermique en W.m' K",

C,, la capacité thermique massique a pression constante en J kg' K,
p, la masse volumique en kg.m>,

x, I’axe selon lequel le transfert de chaleur s’effectue

Lorsque I’on considére que A, p et C, sont constants dans le temps et dans ’espace, et que

dx tend vers zéro alors I’Equation 42 s’écrit :

00 0 00

—=— UC.,p)— Eq. 43

o Gx((pp)éxJ a
2

%zD,.g, avec D, :L Eq. 44

ot ox p.C

Avec D; la diffusivité thermique en m?.s!

Une solution numérique a la forme simplifiée de 1’équation de Fourier (Equation 44) peut
étre trouvée, en considérant que (Figure 14) :
- pourt=0, &= 6,

- pour x==x 0=0,

En tout point de la plaque de viande, la température peut &tre calculée en résolvant

I’Equation 45 :

M s

4
0:91—(91—00).[;

l((;)_n?).cos{@.n.xi}.exp[—((zn—1)%)2. XDZD Eq. 45

n max max

Dt
2
max

Quand est élevé, la série contenue dans 1’Equation 45, converge rapidement. Nous

¥

avons émis 1’hypothése que 5

était élevé, le calcul de la température a donc été effectué
max

pour n=1 a 30.
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Lors de la modé¢lisation de I’évolution de la population bactérienne, il est indispensable de
tenir compte de la différence de température a laquelle les bactéries sont soumises, en
fonction de leur localisation dans la plaque d’aliment modéle (distance par rapport a la
surface). L’évolution de température a donc été prédite en différents points de la plaque.
Celle-ci a été divisée dans sa demi épaisseur en n sections d’épaisseurs €gales et nous avons
considéré que la température était identique, pour tous les points localisés dans une méme
section, a la température prédite en son centre. Ce postulat entraine, lors d’un chauffage :

- une surestimation de la température pour la moitié inférieure de la section (notée b sur

la Figure 15)
- et une sous-estimation de la température pour la moiti¢ supérieure de la section (notée a
sur la Figure 15).

Lors d’un refroidissement, la température est surestimée pour la moitié supérieure de la
section et sous-estimée pour la moitié inférieure de la section.

Pour les sections proches du centre de la plaque (sections 4 et 4’ de la Figure 15), nous
avons prédit la température au cceur de la plaque. Celui-ci correspond au point central de la
section constituée des sections 4 et 4’.

Ainsi, lorsque I’on considére la plaque d’aliment modéle dans son épaisseur totale, il y a
autant de points ou nous surestimons la température, que de points pour lesquelles nous
sous-estimons la température. Par ailleurs, les températures prédites au coeur de la plaque sont
¢galement utilisées pour optimiser la valeur de la diffusivité thermique de I’aliment mod¢le

(par comparaison avec les températures mesurées) et valider le modéle de transfert de chaleur.

. A a A
Section 1~ J-----------oo-oo-oo- @ - -
v b
Section2 Mo P
)4 b Demi épaisseur (0,5 cm)
Section3  Tooooooooooo___. - & .
¥ b
Section4  Tooooooo .
\ 4 ® a v
------------------------ E—----------------- Section 4’
A .
--------------------- Q—b—————————------——- Section 3’
a v
_____________________ o0 __?*Section2’
a
A .
--------------------- Q—l—;—————————————————— Section 1’

Figure 15 : localisation des points dans les sections pour lesquelles la température a été
preédite. Exemple pour quatre sections prises en compte dans la demi épaisseur de la plaque
d’aliment modeéle

a : surestimation de la température lors d’un refroidissement et sous-estimation lors d’un chauffage

b : sous-estimation de la température lors d’un refroidissement et surestimation lors d’un chauffage
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7-3.2. Optimisation des paramétres du modéle

Afin de tenir compte de I’influence de la nature de I’aliment modele sur le transfert de
chaleur, la valeur de sa diffusivité thermique (D;) a été¢ optimisée. La méthode de Newton a
été utilisée avec un critére des moindres carrés appliqué aux températures mesurées et
prédites. Les données de température enregistrées, au cceur d’un parallélépipéde d’aliment
modele non ensemencé, lors des trois procédés d’étuvage testés (4h/42°C, 1h/48°C, 1h/53°C),
puis du stockage a 20°C, ont été utilisées.

Pour évaluer la qualité des prédictions du modele de transfert de chaleur (aprés
optimisation de la diffusivité thermique), celles-ci ont été comparées avec les valeurs de
température mesurées au cceur d’un parallélépipede d’aliment modele non ensemencé, lors

des trois procédés d’étuvage, puis du stockage a 4°C.

7-4. Modélisation combinée de |'évolution de la température et
de la cinétique bactérienne

7-4.1. Stratégie

Nous avons développé un modele combiné permettant de tenir compte des caractéristiques
du procédé étudié, de la nature de I’aliment mod¢le, de la bactérie et des interactions entre ces
trois éléments (Figure 16).

Les valeurs cardinales de la souche et le parametre z’ (élévation de température qui permet
de réduire & 1/10°™ de sa valeur le temps de réduction décimale) sont supposés indépendants
de la nature du substrat (Augustin, 1999 ; Leguérinel et al., 2005). Celle-ci influence en
revanche le taux optimal de croissance (u.p), K et le temps de réduction décimale (D).

L’aliment mode¢le est caractérisé par ses parametres physico-chimiques. Ces derniers ont
une influence sur la croissance et la destruction thermique de Listeria.

Le procédé est caractéris€¢ par les couples temps/température (6,;). L’évolution de la
température dans I’aliment est fonction du procédé appliqué et de I’aliment (épaisseur, e, et

diffusivité thermique, D,).
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souche
bactérienne
0..°0

min

aliment
modéele

0

aliment t0 opt> “Ymax

a

'wmin®, a'wopt, aw max
pHminO’ pHopt’ pHmax
CMI°

2

z

procédé

Figure 16 : parameétres impliqués dans la modélisation combinée du développement de
Listeria en prenant en compte le procédé, la bactérie et I’aliment modele

Avec D, la diffusivité thermique de I’aliment modele, e, son épaisseur, Oujiment 0 Sa température
initiale, O,jiment, Sa température au cours du procédé,
0.ir, la température de 1’air,
t, le temps,
Xmin®s Xopts, Xmax, les valeurs cardinales minimales absolues, optimales et maximales pour la
température, le pH et I’ay,
CMI°, la concentration minimale inhibitrice absolue,
Wopt» 1€ taux optimal de croissance, lmax, l€ taux maximal de croissance,
lag, le temps de latence, K, le facteur de proportionnalité reliant p,.x et lag,
Dgo, le temps de réduction décimale a 60°C ; Dy, le temps de réduction décimale a la température 0,
z’, I’élévation de température qui permet de réduire a 1/10°™ de sa valeur D,
Le modele combiné est constitué de deux modules :
- un module « transfert » avec le mode¢le de transfert thermique
- et un module « microbiologie » avec :
0  des modeles secondaires de microbiologie prévisionnelle, composés du modele
d’Augustin (1999) avec interactions, pour les croissances, et du modele de
Bigelow (1921), cité par Van Impe et al (1995), basé sur le temps de réduction
décimale a 60°C (Dgp) et z’, pour les destructions ;
0  des modeles primaires donnant I’évolution de la concentration bactérienne en
fonction du temps : I’équation logistique avec délai et rupture (Rosso et al,
1996), pour les croissances, et une équation de destruction thermique suivant
une cinétique du 1* ordre (Chick (1908), cité par Xiong et al (1999)) pour les
destructions.
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Pour chaque prédiction, une succession d’opérations fait le lien entre le modéle de transfert

thermique et les modeles de microbiologie prévisionnelle. Ces opérations sont réalisées pour

plusieurs sections de la demi épaisseur de la plaque d’aliment modele (Figure 15), afin de

tenir compte de 1’évolution spatiale de la température :

La

la connaissance du procédé (temps/température) caractérisant 1’étape d’étuvage et de
stockage permet le calcul de I’évolution de température en tout point de 1’aliment
modele, connaissant sa géométrie et sa diffusivité thermique (Dy) ;

la courbe d’évolution de la température pour la section proche de la surface (celle dont
la température évolue le plus vite) est transformée en une succession de paliers, dont le
pas de température (Ag) est constant, mais dont la durée (At) varie (Figure 17). La durée
des paliers calculée pour la section proche de la surface est utilisée pour toutes les
autres sections ;

a chaque palier de température, les modeles secondaires de microbiologie
prévisionnelle prédisent un couple (umax, lag), si la température est inférieure a la
température maximale de croissance de Listeria, ou une valeur de Dy, si la température
est supérieure ou ¢égale a la température maximale de croissance de Listeria
(Figure 18) ;

ces valeurs sont introduites dans le modele primaire (croissance ou destruction), afin de
calculer I’évolution de population pendant At. La population finale ainsi obtenue est
utilisée comme population initiale (Ng) pour le palier suivant.

population bactérienne totale est calculée en réalisant, & chaque début de palier, la

moyenne des concentrations bactériennes prédites pour chaque section.

Température

At, Aty |At; At,
At, A,  |At,

Temps

Figure 17 : transformation de la courbe de prédiction de température en une succession de

paliers, dont le pas de température (A6) est constant
—courbe de température prédite par le modéle de transfert thermique
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N =f1{t)
modeles de microbiologie modeles de microbiologie
prévisionnelle : destruction prévisionnelle : croissance

6 en début de palier > GY:A /9‘ en début de palier <0,
0 =ft

T

modeéle de transfert
thermique

Figure 18 : modeles de microbiologie prévisionnelle utilisés (destruction ou croissance), en
fonction de la température prédite en début de palier

Avec 0, la température,

Omax, 12 température maximale de croissance,
N, la concentration bactérienne,

t, le temps,

souligné : valeurs prédites

7-4.2. Hypotheses

Pour modéliser les cinétiques de croissance, nous avons appliqué les hypotheses de

Zwietering et al (1994). Nous supposons que le taux maximal de croissance en condition

dynamique est égal au taux maximal de croissance obtenu dans les mémes conditions

environnementales, mais en condition statique de température. Nous considérons également

que le temps de latence en condition dynamique est égal au temps de latence dans les

conditions initiales de la croissance. Ainsi, lorsque I’évolution de température intervient a x %

de la durée du temps de latence, la population bactérienne demeure en latence les (100-x) %

dans la nouvelle condition de température. La phase de latence s’achéve donc au premier At

pour lequel la somme des précédents At est supérieure a 100% de la latence.

Pour les cinétiques de destruction, nous avons considéré que :

la destruction bactérienne a lieu dés que la température de 1’aliment modele est
supérieure ou égale a la température maximale de croissance de Listeria ;

la destruction de Listeria en condition dynamique de température peut étre prédite a
partir de son comportement en condition statique ;

I’¢lévation de température dans 1’aliment modele est trop rapide pour que les bactéries
aient le temps de synthétiser des protéines de chocs. Leur résistance a la chaleur
n’augmente donc pas au cours de 1’étuvage (Bellara et al., 1999) ;

lorsque la température redevient inférieure a la température maximale de croissance de

Listeria, alors la croissance reprend immédiatement sans temps de latence.
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1 - Expériences préliminaires

1-1. Durée des expériences

Le premier signe d’altération microbiologique des lardons (de marques Herta, Auchan,
Fleury Michon, Tradilége, Champion), conservés a 20°C, est un gonflement de la barquette.
Ce dernier est apparu apres une durée de quatre a neuf jours de stockage.

Nous avons choisi de stocker 1’aliment modele durant six jours, a partir de la fin de
I’étuvage, soit la durée moyenne de conservation préalable au gonflement des barquettes de

lardons a 20°C.

1-2. Tonisation

La viande a ¢été ionisée afin de réduire sa charge microbienne. Le protocole d’ionisation a
été déterminé en accord avec des ingénieurs d’Aérial, pour garantir 1’efficacité du traitement
tout en limitant la dose utilisée.

L’ionisation des échantillons de viande hachée congelés, a une dose de 15 kGy, a permis
de réduire la contamination de la mélée de 3.10° UFC.g" 4 un niveau inférieur 4 2.10° UFC.g"'

(seuil limite de détection).

1-3. Inoculation de la viande

L’aliment modéle est inoculé avec la dilution au 1/100°™ de la troisiéme préculture. Le
volume théorique a ajouter est calculé en fonction du poids de 1’aliment modele. Il a été¢ mis
en évidence que ce volume devait étre multiplié par 3,5 pour obtenir la concentration initiale
en Listeria souhaitée.

Le malaxage manuel de deux minutes garantit une répartition homogene des bactéries.
L’écart-type de concentration en Listeria pour trois échantillons de 20 g, prélevés dans une

méme mélée de 400 g, est, en moyenne, de 0,1 U Log.
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1-4. Domaines et niveaux des facteurs étudiés

1-4.1. g, et pH

Des mesures d’ay, et de pH ont ¢été effectuées sur des lardons achetés dans le commerce.
Des valeurs moyennes de 0,965, pour I’ay, et de 5,9, pour le pH, ont été obtenues. Nous avons
fixé le niveau le plus ¢élevé du domaine d’étude a des valeurs égales a 0,97, pour I’ay, et 6,2,
pour le pH. Les valeurs de pH du salami varient selon le pays d’origine, de 4,6, pour le salami
Hongrois (Pidcock et al., 2002), a 5,1, en moyenne, pour le salami grec (Samelis et al., 1998).
Le pH minimum du domaine d’étude a été fixé a 5,0, valeur proche des pH des salamis et
au-dessus du pHuin® (HCI) de Listeria (4,38 d’aprés Augustin (1999)).

Cing niveaux équidistants ont été choisis pour le plan d’expériences, dans le but d’encadrer
les valeurs de pH et d’a, de nombreux produits de charcuterie/salaison (salami, lardons,

jambon, saucisse) : 0,93-0,94-0,95-0,96-0,97, pour I’ay, et 5,0-5,3-5,6-5,9-6,2, pour le pH.

1-4.2. Inhibiteurs

Une enquéte téléphonique réalisée aupres de fabricants de lardons a montré que le lactate
de sodium et ’acétate de sodium sont les additifs les plus couramment employés. Le premier
est utilisé a des pourcentages de I’ordre de 1,5 a 3,0%, le second, entre 0,2 et 0,8%. Nous
avons choisi de tester la fumée liquide la plus utilisée par les fabricants de lardons (entretien
avec les techniciens de I’entreprise Soussana, fournisseur d’ingrédients et d’additifs) ; celle-ci
est ajoutée a des concentrations comprises entre 0,1 et 0,3%. En ce qui concerne le sorbate de
potassium, il n’est pas autorisé comme additif dans les lardons. Une analyse bibliographique
nous a permis d’évaluer le domaine de concentrations a étudier pour observer des cinétiques
d’inhibition.

Nous avons choisi des niveaux identiques ou plus élevés que ceux employés par les
professionnels pour favoriser 1’observation des cinétiques d’inhibition. Des niveaux
équidistants ont donc été déterminés, soit 1,5, 3,0 et 4,5% pour le lactate de sodium, 0,3, 0,6
et 0,9% pour I’acétate de sodium, la fumée liquide et le sorbate de potassium. Pour 120 g
d’aliment mod¢le, nous avons ajouté des volumes de :

- 3,0 29,0 ml de sirop de lactate de sodium (sirop a 60%),

- 0,6 4 1,8 ml pour I’acétate de sodium et le sorbate de potassium (solutions 4 0,6 g.ml™)

- et360 ula 1080 pul de fumée liquide (solution pure).
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1-4.3. Procédés d'étuvage

Lors de I’étuvage, I’épaisseur et la largeur du parallélépipede d’aliment modele sont
conditionnées par les dimensions des sacs stomacher sans filtre de 400 ml. La longueur du
parallélépipede a été ajustée en fonction de la quantité de viande, pour garantir la constance
de la masse surfacique de la mélée.

Les essais pour sélectionner les procédés d’étuvage ont été réalisés dans un parallélépipede
de 6 cm de longueur (120 g de viande), identique a celui utilisé ensuite pour les cinétiques
bactériennes réduites. Des températures de 20 a 55°C et des durées de 20 minutes a quatre
heures ont été testées, afin d’encadrer les températures d’étuvage employées par les
charcutiers/salaisonniers. Un étuvage de trois ou quatre heures a des températures supérieures
ou égales a 48°C cuit I’aliment mode¢le : la viande est alors trés compacte, elle offre une plus
grande résistance au tranchage que la viande crue. Nous avons retenu les trois procédés
d’étuvage suivants :

- 4ha42°C,

- 1ha48°C

- etlhas53°C.

Ces procédés conduisent a un léger brunissement de la viande et de 1’exsudat, mais la
viande reste crue, ce qui est vérifi¢ par les analyses chimiques effectuées au CTSCCV
(humidité, matiére grasse libre, protéines, phosphore total, collagene, sucres solubles totaux,
glucides totaux, nitrites, nitrates, chlorures, cendres - Annexe 1). En effet, tous les dosages

réalisés sur 1I’aliment modé¢le, avant et aprés étuvage, montrent des résultats identiques.

1-5. Ajustement de l'a,

1-5.1. En absence d'inhibiteur

Une gamme étalon, a,, = f (% NaCl), a été réalisée (Figure 19). Pour chaque point, 40 g
d’aliment modele ont été utilisés et deux aliquotes ont été prélevées pour mesurer ’ay. La
quantit¢ de NaCl a ajouter, pour ajuster I’a,, de I’aliment mode¢le, a été déduite de 1’équation
de la droite de régression (Tableau 14). Nous avons négligé ’effet de 1’addition d’HCI ou de
NaOH (lors de I’ajustement du pH) pour déterminer le pourcentage de NaCl a ajouter en

fonction de 1’a,, souhaitée.
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L’homogénéité de I’a,, dans la mélée a également été vérifiée en fonction de la technique

utilisée pour I’ajuster :

- pour les mélées de 400 g, le mélange est effectué par malaxage manuel. Six aliquotes

ont été prélevées dans une mélée ajustée a une ay de 0,93. Nous avons obtenu une a,,

moyenne de 0,929 + 0,001 ;

- pour les mélées de 120 g, le mélange est effectué¢ dans un bécher a I’aide d’une cuillére.

Trois aliquotes ont été prélevées dans une mélée ajustée a une ay, de 0,93. Nous avons

obtenu une a,, moyenne de 0,931 + 0,002.

1,00

0,99 A

0,98 A

0,97 A

aw

0,96

0,95 A

0,94 ‘ ‘ ‘

y=-0,0077x + 0,9977
R%>=0,991

NaCl (% p/p)

Figure 19 : gamme étalon, a,, en fonction du pourcentage de NaCl ajouté a [’aliment modele

(H écart-type, n = 2)

Tableau 14 : pourcentage de NaCl a ajouter a l’aliment modéle en fonction de l’a,, souhaitée

ay souhaitée Pourcentage de NaCl a ajouter (p/p)

0,97
0,96
0,95
0,94
0,93

3.6
4,9
6,2
7,5
8.8

1-5.2. En présence d'inhibiteur(s)

1-5.2.1. Un inhibiteur

L’ay de I’aliment modé¢le varie en fonction du pourcentage de lactate de sodium ajouté :

I’a,, est de 0,984, lorsque 1,5% est ajouté, contre 0,968, en présence de 4,5% (Figure 20). En

conséquence, trois gammes étalon, correspondant a chaque niveau de lactate de sodium

étudié, ont été réalisées pour évaluer la quantité de NaCl a ajouter en fonction de 1’ay

souhaitée. Pour les trois autres inhibiteurs, nous avons considéré que les différences d’a,, en
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fonction de la quantité d’inhibiteur, étaient négligeables (Figure 20). Une seule gamme étalon
a été réalisée au pourcentage intermédiaire en inhibiteur (Figure 21). L’équation de la droite
de régression a été calculée pour chaque gamme étalon, nous en avons déduit la quantité de

NaCl a ajouter pour ajuster 1’a,, de I’aliment modé¢le (Tableau 15).

1,00 ‘
% = |
& 3
0.99 & - @% 777777777777777777777777777777 o
e |
< 0,98 - o 3
097 - } ————————
0,96 ‘ : : :
0,0 1,0 2,0 3,0 4,0 5,0

Pourcentage d'inhibiteur
(% p/p pour les sels d'acides organiques et % v/p pour la fumée liquide )

Figure 20 : a,, de ’aliment modéle en fonction de la nature et du pourcentage d’inhibiteur
e lactate de sodium, A acétate de sodium, O sorbate de potassium, ¢ fumée liquide, F écart-type (n = 2)

(a) Lactate de sodium (b) Acétate de sodium

(1) y =-0,0079x +0,9842  (2) y=-0,0078x + 0,9794

y =-0,0077x + 0,9980
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y =-0,0077x +0,9977
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y=-0,0080x + 0,9700 A
R*=0,969
0,91 ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ 0,91 ‘ ‘ ‘ ‘ : :
00 10 20 30 40 50 60 70 00 10 20 30 40 50 60 70
NaCl (% p/p) NaCl (% p/p)
(c) Sorbate de potassium (d) Fumée liquide
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. 2 2_
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Figure 21 : a,, de [’aliment modele en fonction du pourcentage de NaCl, de la nature et du

pourcentage d’inhibiteur

(a) lactate de sodium: x 0 %, m 1,5 %, A 3,0 %, ¢ 4,5%, H écart-type (n = 2)

(b) acétate de sodium, (c) sorbate de potassium, (d) fumée liquide : x 0 %, A 0,6 %, 1 écart-type (n =2)
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Tableau 15 : pourcentage de NaCl a ajouter pour ajuster l’a, de [’aliment modéle, en

fonction de la nature et du pourcentage d’inhibiteur

Nature de I’inhibiteur

% d’inhibiteur ajouté (p/p) a, souhaitée

% de NaCl a ajouter (p/p)

Lactate de sodium

Acétate de sodium

Sorbate de potassium

Fumée liquide

1,5

3,0

4,5

0,320,9

0,320,9

0,320,9*

0,97
0,96
0,95
0,97
0,96
0,95
0,97
0,96
0,95

0,97
0,96
0,95

0,97
0,96
0,95

0,97
0,96
0,95

1,8
3,1
43
1,2
2,5
3,8
0,0
1,3
2,5

3,1
4.4
5,8

3,1
4,3
5,5

3,1
4,3
5,5

* pourcentage exprimé en v/p

1-5.2.2. Deux inhibiteurs

Des gammes étalon, a, = f (% de NaCl), ont également été réalisées en présence de deux

inhibiteurs. Les équations des droites de régression donnent la quantité de NaCl a ajouter, en

fonction de I’ay, souhaitée (Tableau 16).

Tableau 16 : pourcentage de NaCl a ajouter pour ajuster l’a, de [’aliment modele, en

fonction de la nature et de la concentration des deux inhibiteurs

Nature des % d'inhibiteurs Equation de la ay % de NaCl
deux inhibiteurs ajoutés (p/p) droite de régression souhaitée 3 ajouter (p/p)

Lactate de sodium 1,5 a,, = -0,0095 (% NaCl) + 0,9838 0,97 1,5
Sorbate de potassium 0,30u0,6 R’= 0,964 0,96 2.5

0,95 3,6
Lactate de sodium 1,5 a,, =-0,0074 (% NaCl) + 0,9798 0,97 1,3
Acétate de sodium 030u0,6 R°=0,985 0,96 2,7

0,95 4,0
Sorbate de potassium 0,3 a,, = -0,0085 (% NaCl) + 0,9865 0,97 1,9
Acétate de sodium 030u0,6 R*=0,968 0,96 3.1

0,95 4,3
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1-6. Ajustement du pH

Apres ajustement de I’ay, (et éventuellement, 1’ajout d’inhibiteur), le pH de 1’aliment
modéle est controlé avec des solutions d’HCI (I1N) ou de NaOH (1N).

En absence d’inhibiteur et de NaCl, le pH de I’aliment est, en moyenne, de 5,82 (données
issues de 18 mesures réalisées dans six sachets de 400 g), avec un pH maximum de 5,88, et un
pH minimum de 5,76. Nous avons observé une diminution du pH, lorsque la quantité¢ de NaCl

augmente (Figure 22).

5,85
5,80 }
5,75 { ———————————
. 5.70 -

5,65

5,60 - S S

5,55 T \ \ \
0,92 0,93 0,94 0,95 0,96 0,97
Ay

Figure 22 : pH de [!’aliment modele en fonction de [’a, contréolée avec du NaCl
(H écart-type, n=5)

Dans la gamme de concentrations testées, 1’ajout des inhibiteurs ne modifie pas le pH
initial de 1’aliment mode¢le (Figure 23), excepté lorsque la fumée liquide est ajoutée a 0,6 ou
0,9%.

Compte tenu de I’hétérogénéité du pH initial de I’aliment modele, de I’influence de la
concentration en NaCl et du pourcentage de fumée liquide sur le pH, nous n’avons pas prédit
le volume d’HCI ou de NaOH a ajouter en fonction du pH souhaité. L’ajustement du pH a été
réalisé par ajouts successifs de petits volumes d’HCI (IN) ou de NaOH (1N), mais également,
en se basant sur les résultats obtenus lors des expériences précédentes. Ce protocole a permis
de limiter I’écart de pH, entre trois mesures effectuées dans une mélée de 120 g, a 0,1 U pH

maximum.
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Figure 23 : pH moyen de [’aliment modele en fonction de la nature et du pourcentage

d’inhibiteur ajouté
A fumée liquide; x acétate de sodium ; o sorbate de potassium ; 0 lactate de sodium; H écart-type (n = 9)

2 - Etude et modélisation du développement de
L. monocytogenes en fonction du pH et de l'a,

Ce chapitre présente les résultats et le traitement des données relatifs aux expériences
réalisées, lors du stockage a 20°C de I’aliment mod¢le, en absence d’inhibiteur et de procédé

d’étuvage.

2-1. Résultats expérimentaux

2-1.1. Cinétiques bactériennes

Pour une méme ay, la baisse du pH de 6,2 a 5,0 ralentit la croissance et réduit la capacité
de croissance globale (CCgopate) jusqu’a des valeurs négatives. Pour un méme pH, la baisse
d’ay, de 0,97 a 0,93 produit des effets similaires (Figure 24). Par exemple, lorsque I’a,, est
égale a 0,94, la CCyopare est comprise entre -1,0 et 1,0 U Log, pour des pH inférieurs ou égaux
a 5,6 (Figure 24 a). Pour des pH plus élevés, la croissance est plus rapide et la CCgopare €5t
supérieure a 2,0 U Log. A pH 5,6, la population bactérienne est stable pendant toute la durée
du stockage, pour les a, 0,93 et 0,94. Au-dessus, la CCgyppuie st supérieure a 2,5 U Log
(Figure 24 b).
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(a) ay 0,94 (b) pH 5,6
B0 f mmmmmmm e mmmm e mmmm e ——m e m oo 3,0 -
2 2,0 1 ~ 2,0
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0,0 4 0,0 4
1,0 1,0
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Figure 24 : évolution de la population de L. monocytogenes en fonction du pH et de l’a,,
(a) ay, 0,94, effet dupH : mpH 6,2 ; ¢ pH 5,9 ; A pH 5,6 ; x pH 5,3 ;+pH 5,0
(b) pH 5,6, effet de I’a,,: ma,, 0,97 ; ¢ a,, 0,96 ; A a, 0,95 ; x a,, 0,94 ; + a, 0,93

2-1.2. Domaine de croissance

Sur les 25 conditions d’a,, et de pH testées, aucune ne conduit a la destruction de la
population bactérienne (CCyiopare < -1,0 U Log); dans neuf cas, la population survit
(-1,0 U Log < CCgopate < 1,0 U Log). Une croissance supérieure a 1,0 U Log est observée
dans les autres conditions. Ainsi, a 20°C, la croissance de Listeria a lieu dans le domaine d’as,
et de pH mesuré dans les lardons du commerce (Figure 25). Notons également que I’ay,
minimale, pour laquelle la croissance de Listeria est observée, augmente, lorsque le pH
diminue (il en est de méme pour le pH, lorsque 1’a,, diminue). En effet, I’a,, minimale de
croissance est proche de 0,94, lorsque le pH est supérieur ou égal a 5,9 ; elle est de I’ordre de
0,95, a pH 5,6 et pH 5,3, et de 0,96, a pH 5,0. Des interactions entre le pH et 1’a,, existant, il

sera donc essentiel d’en tenir compte lors de 1’étape de modélisation.

0.97 7 ) . - . . domaine
d'a,/pH des

0,96 - . . . . - lardons du

commerce
0,95 - .
& 0 " .

0,94 - . i ] . .

0,93 . i i ]

0,92 T T T T T T

4,9 5,1 53 5,5 5,7 5,9 6,1 6,3 pH

Figure 25 : domaines de croissance et d’absence de croissance de L. monocytogenes dans
["aliment modele a 20°C
m croissance (CCypae> 1,0 U Log) ; O absence de croissance (CCyjopare < 1,0 U Log)
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2-2. Modélisation

2-2.1. Ajustement des paramétres du modeéle d'Augustin

Nous avons utilisé les valeurs cardinales proposées par Augustin (1999) pour la
température, le pH et 1’a,, (Tableau 11, Chapitre matériels et méthodes). Le taux optimal de
croissance (uopy) et K (correspondant au produit du taux maximal de croissance, Umax, €t du
temps de latence, /ag), doivent étre estimés, afin de tenir compte de I’influence de la nature du
substrat et de I’espéce bactérienne utilisés, ainsi que de 1’état physiologique de I’inoculum.

Nous avons obtenu un taux optimal de croissance optimisé de 1,90 h™', en utilisant les
résultats de répétitions des cinétiques complétes pour chacune des deux conditions
environnementales testées (pH 5,6/a,, 0,95 et pH 6,2/a,, 0,97, pour un stockage a 20°C).

Apres lissage des six cinétiques complétes avec le modele primaire, les valeurs de taux
maximal de croissance et de temps de latence ont été utilisées pour calculer K. Les intervalles
de confiance a 95%, dans la condition pH 5,6/a,, 0,95, sont plus grands et chevauchent ceux de
la condition pH 6,2/a,, 0,97. L’hypothese de constance du produit [,y . lag] est confirmée et la

valeur de K est fixée a 1,94 +0,52, ce qui correspond a la moyenne des six valeurs de la

Figure 26.

5,0 -

4,0 -

3,0 1

[,ltmax . Zag]

20 b &

1,0

0,0 \ \ : ‘ ‘
pH5,6/aw 0,95 pHS5,6/aw 0,95 pHS5,6/aw 0,95 pH6,2/aw 0,97 pH6,2/aw 0,97 pH 6,2/aw 0,97

Figure 26 : produit [um. . lag] en fonction du pH et de l’a,, dans I’aliment modele a 20°C
(— intervalle de confiance a 95%)
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2-2.2. Comparaison des concentrations bactériennes expérimentales

et prédites

Les prédictions du modéle secondaire d’Augustin, couplé au modele primaire logistique
avec délai et rupture, ont été comparées aux cinétiques réduites du plan d’expériences A. La
frontiere CC = 1 a également été estimée et comparée avec les valeurs des CCyiopate

expérimentales.

2-2.2.1. Cinétiques bactériennes

Les résultats des cinétiques completes ont montré que les coefficients de variation de la
concentration bactérienne initiale (Vy), de la concentration bactérienne maximale (N,,.,) et du
taux maximal de croissance (i), sont respectivement égaux a 0,01, 0,007 et 0,06. Nous avons
déterminé 1’enveloppe contenant 90% des 1000 courbes simulées, en appliquant la méthode de
Monte Carlo.

Pour 22 conditions sur les 25 du plan d’expériences A, soit 88% des cinétiques, les modeles
simulent correctement le développement de L. monocytogenes (Figure 27 a, ¢, e). Pour les trois
prédictions non satisfaisantes, un seul point de dénombrement se trouve en dehors de
I’enveloppe a 90% des simulations (Figure 27 b, d, f).

Méme pour les trois prédictions non satisfaisantes (deux prédictions non dangereuses et une
dangereuse, selon les critéres établis dans le Tableau 13, Chapitre matériels et méthodes), le
modele prédit correctement si les conditions environnementales permettent la croissance de
Listeria ou pas :

- aay 0,94/pH 5,9 et a,, 0,96/pH 5,0, les cinétiques expérimentales et prédites attestent
de conditions environnementales favorables a un accroissement bactérien ;
- aay 0,93/pH 5.9, les conditions environnementales ne permettent pas la croissance de

Listeria, ce qui est également prédit par le mode¢le.
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(a) aw 0,93 /pH 5,0
prédiction correcte™®

(b) aw 0,93 / pH 5,9
prédiction incorrecte, non dangereuse*

9,5 9,5
R R it
A T e
4 z
©6,5 D
— -
55 | . | 55 f f
S A —— ]
35 T T T T T T T 3,5 T T T T T T T
0 24 48 72 96 120 144 168 0 24 48 72 96 120 144 168
Temps (h) Temps (h)
(c) ay 0,95 /pH 5,6 (d)ay 0,96/ pH 5,0
prédiction correcte™ prédiction incorrecte, non dangereuse*
9,5 95
8,51
7,5
4
@ 6,5
—
5,5 1
4,5
35 T T T T T T T 3,5 . . . . . . .
0 24 48 72 96 120 144 168 0 24 48 72 96 120 144 168
Temps (h) Temps (h)
(e)ay 0,97 /pH 5,9 (f)aw 0,94/ pH 5,9
prédiction correcte™ prédiction incorrecte, dangereuse™
9,5 9,5
8,5 1 l L
1 It
7,5 A
4 z
é" 6,5 E’J
55 %
45 o
3,5 ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ 35 ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘
0 24 48 72 96 120 144 168 0 24 48 72 9 120 144 168
Temps (h) Temps (h)

Figure 27 : comparaison des cinétiques bactériennes expérimentales et prédites a 20°C

cinétique prédite avec une enveloppe a 90 %, 1 erreur expérimentale (+ 0,7 U Log)

* selon les critéres établis dans le Tableau 13, Chapitre matériels et méthodes
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La qualité des prédictions (prédiction correcte ou incorrecte) des modeles est influencée
par les conditions d’a,, et de pH. En effet, les prédictions sont correctes, lorsque :

- D’ay est inférieure a 0,94 et le pH inférieur ou égal a 5,6,

- I’ay, est supérieure a 0,94 et le pH supérieur ou égal a 5,3.

En dehors de ces deux domaines, les prédictions du modele sont parfois incorrectes

(Figure 28).

n r-- - T T
0,97 + M- Ao e VS -
| :
0,96 ﬂﬂAﬂﬂﬂfﬂ:ﬂfl ffffffffff .- -, -1
sur I
|
|
: |
095 +--—-—-------- 'y
9 . I
= O ! u [ ] |
< |
0,94 el e R RS !
M m———————_————— e il i
||:| = = Asous
I I
|
2 .
0,93 10 O | Ay O
I d
I |
0,92 _______ —————— = T T
5,0 5,3 5,6 5,9 6,2
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Figure 28 : bilan de la comparaison entre les cinétiques bactériennes expérimentales et
preédites en fonction du pH et de [’a,,

prédictions correctes : 1___i domaines d’a,, et de pH,

[ : croissance observée (CCgopare > 1,0 U Log),

] : pas de croissance observée (CCgopae < 1,0 U Log),
prédictions incorrectes  : A : croissance observée (CCgopare> 1,0 U Log),

A : pas de croissance observée (CCyiopae < 1,0 U Log),

sous : la prédiction sous-estime la population bactérienne,
sur : la prédiction surestime la population bactérienne
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2-2.2.2. Frontiére cC =1

Dans le paragraphe précédent, la comparaison entre les prédictions et les résultats
expérimentaux a été réalisée, pour chaque cinétique, point par point. La prédiction de la
frontiere CC = ] s’intéresse au procédé dans sa globalité. Ainsi, son intérét est d’apprécier
I’accroissement de la population bactérienne, aprés sept jours de stockage a 20°C, par rapport
a la limite 1,0 U Log. Les comparaisons entre résultats expérimentaux et prédictions
s’effectuent uniquement sur la CCgpae. 1l s’agit de vérifier si la frontiere prédite CC = 1
délimite correctement les CClgopae Observées inférieures et supérieures a 1,0 U Log.

Le modéle d’Augustin, couplé au modele logistique, permet de prédire correctement la
frontiere CC = [ (Figure 29). Les 16 conditions pour lesquelles une CCyopare Supérieure a
1,0 U Log sont observées se situent au-dessus de la frontiere modélisée. Au-dessous de

celle-ci, se trouvent les neuf conditions pour lesquelles la CCyopare st inférieure a 1,0 U Log.

. i i domaine de cﬁoissance
0,97 - i = i m i m
0,96 |- - - i———- ————— :r ————————— m-------- i————-————
095 .. 3 3 i
< 0 Tt om . -
0,94 O O ..i.'EP._i. m =
0.93 1= g S A o o
domaine d'absence de croissande o i i
0,92 \ ‘ 1 1 ‘ !
4,9 5,1 5,3 5,5 5,7 5,9 6,1 6,3
pH

Figure 29 : frontiere prédite entre les domaines de croissance et d’absence de croissance,
apres sept jours de stockage a 20°C

m croissance observée (CCgopae > 1,0 U Log) ; 0 absence de croissance observée (CCopae < 1,0 U Log)
---- frontiere prédite (CCgiopae = 1,0 U Log)
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3 - Etude et modélisation du développement de
L. monocytogenes en présence d'inhibiteur(s)

Les résultats obtenus dans le plan d’expériences A ont mis en évidence un domaine d’ay, et
de pH qui permet la croissance de L. monocytogenes. C’est dans ce domaine plus restreint
(plan d’expériences B) que nous avons choisi d’étudier I’influence de la nature et de la
concentration en inhibiteur. Ce domaine présente 1’avantage d’intégrer les valeurs d’a,/pH

des lardons du commerce (Figure 30).

0,97 - L] - < plan
- - . d’expériences B
0,96 - = u . " < n domaine d’a,, et de
pH des lardons du
0.95 - commerce
s n
. o u n "
<
0,94 7 o o o m .
<«— plan
4 d’expériences A
0’93 (] (] (] (] P
O
0,92 T T T T T T

4,9 5,1 53 5,5 5,7 59 6,1 6,3
pH
Figure 30 : domaine d’a,/pH pour lequel l'influence de la nature et de la concentration en

inhibiteur est étudiée (plan d’expériences B) par rapport au domaine d’a,/pH des lardons du
commerce et au plan d’expériences A

m croissance (CCyopae > 1,0 U Log), 0 absence de croissance (CClgopare < 1,0 U Log)

3-1. Lactate de sodium

3-1.1. Résultats expérimentaux

3-1.1.1. Cinétiques bactériennes

La croissance de Listeria est ralentie et la population stagne parfois (CCgiopare cOmprise

entre -1,0 et 1,0 U Log), lorsque du lactate de sodium est ajouté, que le pH ou I’a,, diminue.
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La Figure 31 montre qu’a pH 5,6 et a,, 0,96, la latence est allongée, lorsque du lactate de

sodium est ajouté. La CCgopate €5t négative en présence de 3,0 ou 4,5% de lactate de sodium.

192

Temps (h)

Figure 31 : influence du pourcentage de lactate de sodium sur le développement de Listeria a
a,, 0,96 et pH 5,6
m 0% ; x1,5% ;A 3,0%;04,5%

3-1.1.2. Domaine de croissance

Dans les neufs conditions d’a/pH testées, la croissance de Listeria est toujours observée
en absence d’inhibiteur (Figure 32 a). Le nombre de conditions ou la croissance est observée

diminue au fur et a mesure que le pourcentage de lactate de sodium augmente
(Figure 32 b, c, d).

(a) en absence de lactate de sodium* (b) 1,5% de lactate de sodium
- n
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096 | = . . 096 - e . =
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0,05 F = — e 095 g [
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[ | ™ O
0,94 ‘ ‘ ‘ 0,94 ‘ ‘ ‘
5,5 5,7 59 6,1 6,3 5,5 5,7 59 6,1 6,3
pH pH
(¢) 3,0% de lactate de sodium (d) 4,5% de lactate de sodium
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pH pH

Figure 32 : évolution du domaine permettant la croissance de Listeria en fonction du
pourcentage de lactate de sodium
m croissance (CCyopare > 1,0 U Log) ; 0 absence de croissance (CCgopare < 1,0 U Log),
*les résultats en absence de lactate de sodium ont déja été présentés Figure 25
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3-1.2. Modélisation

3-1.2.1. Ajustement des parametres du modéle d'Augustin

Pour modéliser I’influence du lactate de sodium sur la cinétique de L. monocytogenes,
deux approches utilisant le modeéle d’ Augustin ont été comparées. Dans 1’approche proposée
par Augustin (1999), une concentration minimale inhibitrice spécifique du lactate de sodium
est utilisée, elle est associée au pHpin°(HCI). Dans la seconde que nous proposons, deux
parametres sont nécessaires pour tenir compte de [D’influence de [Dinhibiteur :
la CMI°yctate de sodium €t 1€ pHmin® de I’acide associé : le pHpin® de I’acide lactique (pKa égal a
3,86).

Pour sélectionner 1’approche qui donne les prédictions les plus satisfaisantes, nous avons
réalisé une série de tests de Fisher (Equations 40 et 41, Chapitre matériels et méthodes).

Sur les 27 cinétiques réduites [trois ay x trois pH X trois concentrations] réalisées en
présence de lactate de sodium, 15 sont utilisées pour optimiser le ou les parameétres du modele
d’Augustin (1999), et 12, servent a comparer la qualité des prédictions du mode¢le, en fonction
de I’approche utilisée.

Dans un premier temps, nous avons optimisé la valeur de la CMI®jactate de sodium, puisqu’elle
n’est pas disponible dans la littérature, en utilisant le pHmin(HCI). Dans un deuxiéme temps,
la CMI°ctate de sodium @ €té optimisée, en utilisant le pHpin°(acide lactique) proposé par
Augustin (1999) ou en optimisant simultanément le pHpi,°(acide lactique). Nous avons
ensuite testé si I’optimisation du parametre p améliore les prédictions, en présence de lactate
de sodium (Equation 39, Chapitre matériels et méthodes).

Pour ce faire, nous avons calculé la somme des carrés des écarts entre les cinétiques
prédites et les cinétiques expérimentales. Ceci représente un nombre de points de
comparaison, n’, égal a 48 (12 cinétiques a quatre points). Nous avons fixé o', le niveau de
signification a 0,005.

Lorsque les prédictions obtenues en utilisant le pHpin°(HCl) ou le pHpin°(acide lactique)
proposés par Augustin sont comparées, il n’est pas possible de réaliser un test de Fisher, car
les deux modéles ont le méme nombre de paramétres optimisés (le dénominateur de
I’Equation 40 du Chapitre matériels et méthodes est donc nul) ; les sommes des carrés des
¢écarts (SCE) sont donc comparées.

o

L’utilisation d’un pHmin° spécifique de Dinhibiteur réduit d’un facteur 1,7 la SCE
(Tableau 17). Ainsi, I’approche proposée dans cette étude, consistant a modéliser 1’influence

d’un inhibiteur par I’intermédiaire de deux parameétres (pHpmin® €t CMI°) ajustés en fonction de
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sa nature, améliore les prédictions, en présence de lactate de sodium, comparativement a
I’approche proposée par Augustin.

La variable de Fisher calculée pour comparer 1’utilisation d’un pHmin°(acide lactique)
optimisé ou obtenu dans la littérature, est supérieure a la variable de Fisher lue dans la Table
(Annexe 4): D'optimisation du pHpi,°(acide lactique) améliore donc les prédictions du
modele. En revanche, ces dernieres ne sont pas améliorées, lorsque le paramétre p est
optimis¢ (Tableau 17).

Aprés ajustement et réalisation des tests de Fisher, la valeur des paramétres du modele
d’ Augustin que nous retenons est de :

- 9,6% soit 860 mM pour la CMI°,ctate de sodiums

- 5,33 pour le pHmin°(acide lactique)

- etun pour p.

Tableau 17 : résultats des tests de Fisher pour la modélisation des cinétiques bactériennes en
présence de lactate de sodium (niveau de signification 0,005)

Parametres Paramétres des modéeles utilisés SCE Nombre de F ycuee Fiabic
parametre(s)
étudiés optimisé(s)
CMI° et pH,,;,°  CMI°optimisée, pH,,;,°(HCI, Augustin), p égal a 1 449 1
CMI°optimisée, pH,,;,°(acide lactique, Augustin), p égal a 1 28,4 1
CMI° et pH,,;,° CMI°optimisée, pH,,;,°(acide lactique, Augustin), p égal a 1 28,4 1 44 4.050
CMI°optimisée, pH,,;,°(acide lactique, optimisé), p égal a 1 14,6 2 ’
CMI®, pH,,;,° et p CMI°optimisée, pH,,,;,°(acide lactique, optimisé), p égal a 1 14,6 2 ) 4055
CMI°optimisée, pH,,;,°(acide lactique, optimisé), p optimisé 14,0 3 ’

Les valeurs de pHp,,°(HCI, Augustin) et de pH,,,°(acide lactique, Augustin) sont présentées dans les
Tableaux 11 et 12, Chapitre matériels et méthodes

Lorsque Fycuee est inférieure a Fype (Annexe 4), ’optimisation du paramétre du modéle n’améliore
pas les prédictions

3-1.2.2. Comparaison des concentrations bactériennes expérimentales

et prédites
Les 12 cinétiques réduites qui n’ont pas ét¢ utilisées pour ajuster les parametres du modele
d’Augustin, ont €t¢ comparées aux cinétiques prédites : seules deux cinétiques ne sont pas
correctement simulées. Dans un cas, la population bactérienne a 120 heures est sous-estimée,
mais la population finale est correctement prédite. Dans l’autre cas, la prédiction est
également dangereuse, puisque les deux derniers points de dénombrement sont au-dessus de

la courbe simulée.

104



Résultats

La Figure 33 compile les résultats des quatre représentations graphiques de la Figure 32 et
présente les conditions d’ay/pH pour lesquelles une croissance de Listeria est observée, en
fonction du pourcentage de lactate de sodium ajouté. Cette représentation graphique permet
de visualiser, sur une méme figure, les fronticres CC = [ prédites pour les trois pourcentages
de lactate de sodium testés.

Cette fronticre est correctement prédite, lorsque I’aliment mod¢le contient 1,5% ou 4,5%
de lactate de sodium. Par contre, elle n’est pas prédite de facon satisfaisante en présence de
3,0 % de lactate de sodium. En effet, deux points posent probléme :

- pour un pH proche de 6,2 et une a,, de ’ordre de 0,95, une croissance est observée
expérimentalement, mais la frontiére prédite en présence de 3,0% de lactate de sodium
se trouve au-dessus de ce point,

- pour un pH proche de 5,9 et une ay, environ égale a 0,97, la croissance n’est observée,
que lorsque le pourcentage de lactate de sodium est inférieur ou égal a 1,5%, alors que
la condition d’ay,/pH se trouve dans le domaine de croissance prédit en présence de

3,0% de cet inhibiteur.

0,97 +----X-------- R Rt N s N

0,96 X N CC=1,4,5%
cﬁg
005 |t TS CC=1,3,0%
’ T A
X v .
Tt-CC=1,1,5%
0,94 T T T T T T T

5,5 5,6 5,7 5.8 5.9 6,0 6,1 6,2 6,3

Figure 33 : croissance observée (CCgqiopatie > 1,0 U Log) par rapport a la frontiere CC = 1
prédite en fonction du pourcentage de lactate de sodium

m <45% ___ frontiére prédite en présence de 4,5%
A <3,0% ___frontiére prédite en présence de 3,0%
o <1,5% ____frontiére prédite en présence de 1,5%
X 0%
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3-2. Autres inhibiteurs

3-2.1. Résultats expérimentaux

L’influence de I’acétate de sodium, du sorbate de potassium et de la fumée liquide a été
étudiée sur le développement de Listeria. Les résultats montrent un effet similaire a celui du
lactate de sodium pour les trois autres inhibiteurs : lorsqu’ils sont ajoutés a 1’aliment modgle,
la croissance de Listeria est ralentie ou inhibée. Par ailleurs, le domaine d’a,/pH permettant la
croissance est réduit. L’ effet inhibiteur de la fumée liquide est uniquement observé, lorsque
I’ay, et le pH sont bas, et qu’elle est ajoutée a 0,9%.

Les composés phénoliques sont supposés €tre a 1’origine de 1’activité antimicrobienne des
fumées (d’apres Sofos et al (1988), cités par Sunen (1998)). D’autres expériences ont donc été
réalisées en présence d’un phénol majoritaire des fumées liquides : le guaiacol (Annexe 2).
L’effet inhibiteur du guaiacol a été testé dans une gamme de concentrations de 0,1 a
3000 ppm, soit une concentration 100 fois supérieure a celles mesurées dans les lardons.
Aucune inhibition de la croissance de Listeria n’a été observée, dans le domaine d’a/pH du
plan d’expériences B. Ainsi, I’effet inhibiteur de la fumée liquide dans 1’aliment modele n’est

pas di a la présence du guaiacol.

3-2.2. Modélisation

3-2.2.1. Ajustement des parameétres du modele d'Augustin

Pour ajuster les parameétres du modele d’Augustin et sélectionner I’approche donnant les
meilleures prédictions en présence de fumée liquide, d’acétate de sodium et de sorbate de
potassium, nous avons suivi une démarche identique a celle utilisée pour le lactate de sodium.

Tout d’abord, nous avons testé si I’optimisation de la CMI°bate de potassium par rapport a
celle proposée par Augustin améliorait les prédictions (Augustin ne propose pas de CMI°

pour la fumée liquide ou I’acétate de sodium).
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Pour chaque inhibiteur, nous avons comparé 1’approche proposée par Augustin (utilisation
d’une CMI° spécifique de I’inhibiteur, couplée au pHmin°(HCl)) avec I’approche proposée
dans cette étude (utilisation d’'une CMI® spécifique de I’inhibiteur, couplée au pHpi,° de
I’acide associé a I’inhibiteur). Nous avons donc optimisé la CMI° de chacun des inhibiteurs,
en utilisant :

- le pHmin°(HCL, Augustin),
- le pHmin°(acide associé, Augustin) lorsque Augustin (1999) le propose
- et le pHmin°(acide associ€, optimisé).
Les acides associés aux différents inhibiteurs testés sont :
- 1’acide sorbique (pKa égal a 4,76) pour le sorbate de potassium
- et I’acide acétique (pKa égal a 4,75) pour I’acétate de sodium et la fumée liquide
(Annexe 2).

Pour chaque inhibiteur, nous avons ensuite déterminé si I’optimisation du paramétre p
améliore les prédictions des modeles. Pour cette étude, les valeurs de pHpmin® et de CMI°
sélectionnées avec les précédents tests de Fisher ont été utilisées.

Les valeurs des Fgcue €t Frape de ensemble des tests de Fisher réalisés sont présentées

dans le Tableau 18.

Tableau 18 : résultats des tests de Fisher pour la modélisation des cinétiques bactériennes en
présence d’inhibiteur (niveau de signification 0,005)

Parametre(s) Parametre des modeles utilisés SCE Nombre de Fcuee Fable
parametre(s)
étudié(s) optimisé(s)
CMI° et pH,,;,° CMI°optimisée, pH,,;,°(HCI, Augustin), p égal a 1 19,0 1
3 CMI°optimisée, pH,,;,°(acide acétique, Augustin), p égal a 1 9,0 1
é CMI° et pH,;,° CMI°optimisée, pH,,;,°(acide acétique, Augustin), p égal a 1 9,0 1 6 4.050
E CMI°optimisée, pH,,;,°(acide acétique, optimisé), p égal a 1 8,0 2 ’
g CMI°, pH,,;i,° et p CMI°optimisée, pH,,;,°(acide acétique, optimis¢), p égal a 1 8,0 2 | 4.055
CMI°optimisée, pH;,°(acide acétique, optimisé), p optimisé 7,9 3 ’
g CMI® et pH,,;,° CMlI°optimisee, pH,,;,°(HCI, Augustin), p égal a 1 25,0 1
= CMI°optimisée, pH,,,;,°(acide acétique, Augustin), p égal a 1 11,8 1
2
% CMI°etpH,;,° CMI°optimisée, pH,;,°(acide acétique, Augustin), p égal a 1 11,8 1 34050
] CMI°optimisée, pH,;,°(acide acétique, optimisé), p égal a 1 11,0 2 ’
[*3
£ CMI°, pHyy° et p CMI°optimisée, pHyia°(acide acétique, Augustin), p égal a | 11,8 1 5y 4.050
S CMI°optimisée, pH,,;,°(acide acétique, Augustin), p optimisé 11,4 2 ’
g CMI° CMI°(Augustin), pH,;;,°(HCIl, Augustin), p egal a 1 32,6 0 30 4.045
é CMI°optimisée, pH,,;,°(HCI, Augustin), p égal a 1 19,6 1 ’
<
g CMI° et pH,;,° CMI°optimisée, pH,,;,°(HCl, Augustin), p égal a 1 19,6 1 60 4.050
3 CMI°optimisée, pH,,,;,°(acide sorbique, optimisé), p égal a 1 8,5 2 ’
£ CMI°, pH,,;,° et p CMI°optimisée, pH,,i,°(acide sorbique, optimisé), p égalal 8,5 2 0 4055
"g CMI°optimisée, pH,,,;,°(acide sorbique, optimisé), p optimisé 8,5 3 ’

Lorsque Feacuee est inférieure a Fipe (Annexe 4), I’optimisation du paramétre du modéle n’améliore
pas les prédictions
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En présence des trois inhibiteurs :

o

I’approche proposée dans cette étude (CMI° et pHmin® spécifique de I’inhibiteur)
améliore les prédictions comparativement a 1’approche d’ Augustin
- et ’optimisation du paramétre p n’améliore pas les prédictions.

L’optimisation du pHpi,°(acide acétique) n’est pas nécessaire pour la fumée liquide. Pour
le sorbate de potassium et 1’acétate de sodium, 1’optimisation des pHpin® des acides associés
améliore les prédictions.

La valeur de pHmin°(acide acétique) optimisée a partir des expériences, en présence
d’acétate de sodium, est égale a 4,91. Pour cet acide, Augustin propose une valeur de pHp;,°
de 4,79. Ces deux valeurs étant trés proches, nous avons utilisé, lors des prédictions des
cinétiques bactériennes, la valeur moyenne, soit 4,85.

Les valeurs des CMI®, pHpin° et p que nous utiliserons pour chacun des inhibiteurs étudiés

sont présentées dans le Tableau 19.

Tableau 19 : valeurs de pH,;,°, CMI° et p utilisées dans le modéle d’Augustin en fonction de
la nature de l’inhibiteur

Inhibiteur (acide associ€) CMI° en % (mM) pHpip° p
Lactate de sodium (acide lactique) 9.6 (860) 5.33 1
Sorbate de potassium (acide sorbique) 1.8 (118) 5,09 1
Acétate de sodium (acide acétique) 2,3 (169) 4,85 1
Fumée liquide Enviro24 (acide acétique) 4.6 4.85 1

3-2.2.2. Comparaison des concentrations bactériennes expérimentales
et prédites

Les cinétiques bactériennes sont :

- correctement prédites :

0 dans 83% des cas, pour le sorbate de potassium et la fumée liquide,
0 dans 75% des cas, pour I’acétate de sodium (Tableau 20),

- et non correctement prédites, avec une surestimation de la population bactérienne,
dans 17% des cas, pour le sorbate de potassium, la fumée liquide et 1’acétate de
sodium.

Alors que le nombre de cinétiques correctement prédites est équivalent, quelle que soit la
nature de I’inhibiteur, il est en revanche influencé par le pourcentage d’inhibiteur ajouté. En
effet, les prédictions sont toujours correctes, lorsque 1’inhibiteur est ajouté au plus faible
pourcentage (1,5% pour le lactate de sodium, 0,3% pour les autres inhibiteurs), et sont parfois

non satisfaisantes, lorsque la concentration en sel d’acide ou en fumée liquide est plus élevée.
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Tableau 20 : cinétiques réduites correctement prédites et non correctement prédites pour les
quatre inhibiteurs étudiés

Lactate de sodium * Acétate de sodium Sorbate de potassium Fumée liquide
Nombre de cour,be.s 10 9431 10 10
correctement prédites
Nombre de courbes ou la ) 145 0 0

population est sous-estimée
Conditions a, 0,95/pH 5,9/3,0% " a, 0,96/pH 6,2/0,9% *
a,, 0,96/pH 6,2/3,0% *°

Nombre de courbes ou la
population est surestimée

Conditions a,, 0,95/pH 5,9/0,6% *° a,, 0,97/pH 5,9/0,6% *° a,, 0,96/pH 5,6/0,9% *°
a, 0,97/pH 5,9/0,6%*  a, 0,96/pH 5,6/0,9% " a,, 0,95/pH 5,9/0,9% *°

0 2+0 2 2

* les résultats en présence de lactate de sodium ont déja été présentés dans le paragraphe 3-1.2.2
souligné : résultats de 36 cinétiques réduites, complémentaires au plan d’expériences B, réalisées en
présence d’acétate de sodium a 0,0054 % ; 0,2 % ; 0,4 % et 0,6 %

a : concentration a t3 (120 heures) mal estimée

b : concentration a t4 (168 heures) mal estimée

La frontiére CC = I séparant les domaines de croissance et de non croissance a été prédite
pour chacun des inhibiteurs et a chacun des pourcentages étudiés (Figure 34).

En présence de sorbate de potassium, elle est correctement estimée, quel que soit le
pourcentage d’inhibiteur ajouté (Figure 34 b).

Les conditions d’a,/pH pour lesquelles une croissance est observée sont identiques,
lorsque 0,6 ou 0,9% d’acétate de sodium sont ajoutés. Au contraire, la frontiere CC=1 prédite
par les modeles en présence de 0,9% d’acétate de sodium est au-dessus de la fronticre prédite
en présence de 0,6% de cet inhibiteur. Lorsque 0,3% d’acétate de sodium sont ajoutés a
I’aliment mod¢le, la fronticre CC = [ est correctement estimée. Celle-ci n’est pas
correctement prédite, lorsque I’acétate de sodium est ajouté a 0,6 % ou 0,9%. En effet,
respectivement, un point et trois points sont au-dessous de la frontiére prédite, alors que la
croissance de Listeria a été¢ observée : le domaine permettant la croissance est sous-estimée
par le modele (Figure 34 c).

Les conditions d’a,/pH, pour lesquelles une croissance est observée, sont identiques en
absence de fumée liquide et lorsque 0,3 ou 0,6% de cet inhibiteur sont ajoutés. Au contraire, la
frontiere CC = [ prédite par les modeles est d’autant plus décalée vers les hautes ay et les pH
¢levés que le pourcentage de fumée liquide ajouté augmente. Quel que soit le pourcentage de
fumée liquide ajouté, la croissance de Listeria est observée pour un domaine d’a,/pH plus
étendu que le domaine de croissance prédit (Figure 34 d) : le modéle sous-estime le domaine

de croissance de Listeria.
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Si Pon compare les fronticres CC = [ prédites, dans la gamme de pourcentages testés, le
sorbate de potassium et le lactate de sodium sont les plus efficaces pour réduire le domaine de
croissance de Listeria. Ce dernier est plus étendu en présence d’acétate de sodium. La fumée

liquide est le produit le moins efficace pour réduire le domaine de croissance de Listeria.

(a) Lactate de sodium*

m<45%; A <3,0%;<15%; X 0%
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Figure 34 : croissance observée (CCgiopatie > 1,0 U Log) par rapport a la frontiere CC = 1
prédite, en fonction de la nature et du pourcentage d’inhibiteur
(*les résultats en présence de lactate de sodium ont déja été présentés Figure 33)
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3-3. Deux inhibiteurs

Dans la formulation de la saumure des lardons, il est fréquent que les sels d’acides
organiques soient ajoutés en combinaison. Des cinétiques réduites ont donc été réalisées en
présence de deux sels d’acides organiques, pour des conditions d’ay/pH ou ces derniers,
ajoutés seuls, permettaient la croissance de Listeria (Tableau 21).

L’objectif est de mettre en évidence des interactions entre les deux inhibiteurs en fonction
de leur nature, de leur concentration, ainsi que du pH et de 1’a,, de I’aliment mod¢le. 11 s’agit
également d’étudier si les modéles peuvent correctement prédire 1’évolution de la

contamination de Listeria, lorsque deux inhibiteurs sont ajoutés.

Tableau 21 : conditions pour lesquelles [’ajout de deux inhibiteurs a été testé

pH
6,2 5,9 5,6
n°® d'essai| 1 213 415 6 7 8 9 110 111213 14
L,5H1,511,511,510,0:i00]1,5¢1,5{1,5i1,5i0,0i0,0]0,0% 0,0 |Lactate de sodium (%)
0,97 0310,610010,0:03:0,6]0310,6:0,010,0:0,3%0,6]0,310,6]|Acétate de sodium (%)
0,0100:{03106:03103]0,0;0,0103{0,6%0,310,3]0,3%0,3|Sorbate de potassium (%)
n°dessail 151161 171 181191 20| 21 122123124125

1,511511,5¢1,5100:0,0[1,5{1,5¢{1,5{0,0i0,0 Lactate de sodium (%)
< 09 ]0310,6:i00:{00:03:0,6]|0310,6:0,010310,6 Acétate de sodium (%)
00:{00i0310,6:§0310,3]0,0i0,0:0,310,310,3 Sorbate de potassium (%)
n° d'essai| 26 | 27
0,01 0,0 Lactate de sodium (%)
0,95 0,310,6 Acétate de sodium (%)
0,310,3 Sorbate de potassium (%)

3-3.1. Résultats expérimentaux

L’effet inhibiteur de deux sels d’acides organiques est fortement li¢ aux valeurs de pH et
d’ay. Pour une ay, de 0,97 et un pH de 6,2, il n’y a pas d’interaction entre les deux inhibiteurs,
quelles que soient les combinaisons testées : 1’effet des deux inhibiteurs étant équivalent a
I’effet du sel d’acide majoritaire. En revanche, lorsque le pH et/ou 1’a,, sont plus bas, I’effet
inhibiteur des deux sels d’acides peut parfois étre supérieur a 1’effet du sel d’acide majoritaire.
Ceci est observé dans trois conditions sur les 21 testées (soit les 27 conditions moins les six
pour lesquelles 1’a,, est égale a 0,97 et le pH 4 6,2) :

- pH®6,2/a, 0,95/0,3% de sorbate de potassium + 0,3% d’acétate de sodium,

- pH5,9/ay 0,97 /1,5% de lactate de sodium + 0,6% d’acétate de sodium

- etpH5,9/a, 0,96/ 1,5% de lactate de sodium + 0,6% d’acétate de sodium.
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La Figure 35 illustre ces résultats, quand du lactate de sodium et de I’acétate de sodium

sont ajouteés.

(a) pH 6,2/a,, 0,97 (b) pH 5,9/ay, 0,96
effet des deux inhibiteurs = effet acide majoritaire effet des deux inhibiteurs > effet acide majoritaire
4,0 T 4;0 T T T T T T
| | | | | | |
| | | | | | |
S e 307 l l l l l l
| | | | | | |
| | | | |
22,0 220t ———F-———F---=—=———t + - -
: | : o o |
&0 | g0 | | | |
l l l i l
00 i 0.0 ‘ : i i
| | | | |
| | | | |
1,0 -1,0
0 24 48 72 96 120 144 168 192 0 24 48 72 96 120 144 168 192
Temps (h) Temps (h)

Figure 35 : influence du pourcentage de lactate de sodium et/ou d’acétate de sodium sur
I’évolution de la population de Listeria dans [’aliment modele

o 1,5% de lactate de sodium,
A 0,3% d’acétate de sodium,
® 1,5% de lactate de sodium et 0,3% d’acétate de sodium

3-3.2. Modélisation

En présence de deux inhibiteurs, les prédictions sont correctes, lorsque le pH est de 6,2 et
I’ay, de 0,97 (Tableau 22). En revanche, lorsque 1I’ay, et/ou le pH diminue(nt), les prédictions
des modeles sont dangereuses, car elles sous-estiment la concentration en Listeria, méme pour
deux des trois conditions environnementales ou ’effet des deux sels d’acides est supérieur a
I’effet du sel d’acide majoritaire. Les mod¢les ne sont donc pas adaptés pour prédire I’effet de
deux inhibiteurs : les interactions entre facteurs ont un poids trop fort dans le modele.

Nous proposons donc dans ce travail, une nouvelle approche pour modéliser I’influence de
deux sels d’acides organiques. Elle est fondée sur les résultats expérimentaux qui prouvent
qu’en présence de deux inhibiteurs, la cinétique bactérienne est souvent €équivalente a celle
observée un présence du sel d’acide organique ajouté a la plus forte concentration. Nous
avons donc modélisé les cinétiques bactériennes, en ne tenant compte que de I’inhibiteur
majoritaire (concentration molaire la plus élevée). Les prédictions sont nettement améliorées,
puisque 19 cinétiques sur 27 sont correctement prédites, contre 14, en tenant compte des deux
sels d’acides. De plus, alors que les prédictions incorrectes sont toutes dangereuses, lorsque
les deux inhibiteurs sont pris en compte, elles ne le sont plus, excepté une (Tableau 23).
Toutefois, le modéle ne prédit pas correctement la croissance de Listeria pour deux des trois

conditions ou I’effet des deux sels d’acides est supérieur a 1’effet du sel d’acide majoritaire.
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Tableau 22 : cinétiques réduites correctement et non correctement prédites, lorsque les deux

inhibiteurs ajoutés sont pris en compte par le modele d’Augustin

pH
6,2 5,9 5,6
n°dessai [ 1 {2 :3:4:5:6[7:8:9:10:11:12[13: 14
L5i1,5:1,5:1,5: 0: 0 [1,5:1,5:1,5:1,5: 0 : 0 O : O |Lactate de sodium (%)
03:06: 0:0:03:06/[03:06: 0: 0 :03:0,6[0,3:0,6]|Acétatede sodium (%)
0,97 03:0,6:03:03|] 0: 0 :03:0,6:0,3:0,3]0,3:0,3|Sorbate de potassium (%)
+i+ 1+ i+ i+ 1+ |+ + isousisousi + isous| + isous{Qualité de la prédiction
t3, tyits, ty t3 ty |Temps ou la population est mal estimée
n°dessai [ 15:16: 17 : 18:19:20[21:22:23:24:25
1,5¢1,5§1,5:1,5§ 08 0 [1,5:1,5:1,5: 0 ¢ 0 Lactate de sodium (%)
& 03:06: 0:0:03:06/[03:0,6: 0 :0,3:0,6 Acétate de sodium (%)
0,96 0:{:0:i03:06:03:03] 0% 0:03:03:0,3 Sorbate de potassium (%)
sousisousisousisous; + i + | + isousisousi + isous Qualité de la prédiction
ty ity tyits, t4§t3, t4 ty its, t4 ts, ty Temps ou la population est mal estimée
n® d'essai| 26 : 27
0:0 Lactate de sodium (%)
0,3{0,6 Acétate de sodium (%)
0,95 0,3:0,3 Sorbate de potassium (%)
sousisous Qualité de la prédiction
ts, tyits, ty Temps ou la population est mal estimée

+ : prédiction correcte (points expérimentaux + 0,7 U Log inclus dans 1’enveloppe a 90 % de la courbe
prédite),
sous : sous-estimation de la population bactérienne par les mode¢les,
t3 : 120 heures, t4 :168 heures,
cinétique ou I’effet inhibiteur des deux sels d’acides est supérieur a I’effet de 1’acide majoritaire

Tableau 23 : cinétiques réduites correctement prédites et non correctement prédites, lorsque
seul l'inhibiteur majoritaire (ajouté a la plus forte concentration) est pris en compte par le
modele d’Augustin

pH
6,2 5,9 5,6
n°dessai [ 1 {2 :3:4:5:6[7:8:9:10:11:12[13: 14
1,5:1,5:1,5:1,5: 0: 0 |1,5:1,5:1,5:1,5: 0 : O | O : O |Lactate de sodium (%)
03:06: 0:0:03:06/(03:06: 0: 0 :03:0,6[0,3:0,6]|Acétatede sodium (%)
0,97 03:0,6:03:03| 0: 0:03:0,6:0,3:0,3[0,3:0,3]|Sorbate de potassium (%)
+ i+ + i+ isuri + | + isuri 4+ isuri + i + [suri + |Qualité de la prédiction
t t, 1y t3, ty t, 1 Temps ou la population est mal estimée
n°dessai [ 15:16: 17 : 181 19:20[21:22:23:24:25
L5i1,5:1,5i1,5: 01 0 [1,5i{1,5i1,5: 00 Lactate de sodium (%)
s 03:06: 0:0:i03:06(03:0,6: 0 :0,3:0,6 Acétate de sodium (%)
0,96 0:0i03:06:03:03| 0: 0:03:0,3:0,3 Sorbate de potassium (%)
+ i+ i+ isuri + 1+ [+ + isousisuri + Qualité de la prédiction
t3 ts, tyity, ty Temps ou la population est mal estimée
n® d'essai | 26 : 27
0:0 Lactate de sodium (%)
0,3:0,6 Acétate de sodium (%)
0,95 0,3:0,3 Sorbate de potassium (%)
suri + Qualité de la prédiction
t3 Temps ou la population est mal estimée

+ : prédiction correcte (points expérimentaux + 0,7 U Log inclus dans 1’enveloppe a 90 % de la courbe
prédite),
sous : sous-estimation de la population bactérienne par les mod¢les,
sur : surestimation de la population bactérienne par les mode¢les,
tr, 24 heures, t; : 120 heures, t4 :168 heures,
cinétique ou I’effet inhibiteur des deux sels d’acides est supérieur a I’effet de 1’acide majoritaire
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4 - Etude et modélisation du développement de
L. monocytogenes en fonction du procédeé
d'étuvage

Pour étudier I’influence du procédé d’étuvage sur le développement de L. monocytogenes,
le plan d’expériences A a été réalis¢ (Figure 12, Chapitre matériels et méthodes). Trois
procédés d’étuvage ont été testés: quatre heures a 42°C (4h/42°C), une heure a 48°C
(1h/48°C) et une heure a 53°C (1h/53°C). Les cinétiques réduites déja réalisées selon le plan
d’expériences A en condition statique de température a 20°C, seront considérées comme un

étuvage « témoin » de 24 heures a 20°C (24h/20°C).

4-1. Résultats expérimentaux

4-11. Capacité de croissance

4-111. Clsrrage

Au cours des ¢étuvages 4h/42°C, 1h/48°C et 1h/53°C, la population stagne dans
66 conditions sur les 75 testées (Tableau 24). Pour les neuf autres, une partie de la population
bactérienne est détruite. C’est le cas pour sept conditions, lors de 1’étuvage 1h/53°C, et deux
conditions, pour 4h/42°C, alors qu’aucune destruction n’est observée lors de 1’étuvage
témoin. Au cours des procédés d’étuvage testés, le risque de prolifération de la population de
Listeria est donc contrdlé, du fait de la température élevée. En revanche, le pH et I’ay,
n’influencent pas la capacité de croissance de Listeria pendant I’é¢tuvage (CCeuage). Par

ailleurs, la croissance de Listeria est uniquement observée pendant I’étuvage témoin.
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Tableau 24 : capacité de croissance de Listeria au cours de [’étape d’étuvage (CCesuyage), €n
fonction du pH, de I'a,, et du procédé d’étuvage (Ny=10° UFC.g")

a, n Témoin Procédés d'étuvage
p 24h/20°C 4h/42°C 1h/48°C 1h/53°C
0,97 5,0 0,1 -0,1 -0,1 -0,6
5,3 0,3 -0,3 -0,5 -1.1
5,6 0,5 -0,4 -0,8 -0,9
5,9 1,8 -0,6 -0,5 -1.3
6,2 2,6 0,0 -0,7 -1.3
0,96 5,0 -0,1 -0,2 -0,4 -0,3
53 -0,1 -0,4 -0,4 -0,5
5,6 0,9 -0,2 -0,7 -0,8
59 0,9 -0,2 -0,3 -1.1
6,2 1,7 -0,1 -0,6 -0,9
0,95 5,0 0,0 -0,1 -0,3 0,1
5,3 -0,2 -0,5 -0,1 -0,5
5,6 0,1 -0,9 -0,7 -1,0
59 0,5 -0,8 -0,7 -1.2
6,2 0,1 -1.1 -0,4 -1.7
0,94 5,0 -0,4 -0,2 -0,2 -0,1
53 -0,2 -0,8 -0,1 -0,5
5,6 -0,1 -0,3 -0,5 -0,7
59 -0,2 -0,8 -0,5 -0,7
6,2 -0,3 -1.9 -0,7 -0,3
0,93 5,0 -0,2 -0,3 -0,2 -0,2
53 -0,1 -0,5 -0,3 -0,4
5,6 -0,1 -0,6 -0,3 -0,2
5,9 -0,6 -0,9 -0,1 -0,6
6,2 -0,3 -0,7 -0,3 -1.7

caractére gras : CCgpnage> 1,0 U Log
caractere souligné : CCppage <-1,0 U Log
autre caractére : -1,0 U Log < CClpunege < 1,0 U Log
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4-11.2. Clutockage

A la suite du procédé d’étuvage, I’aliment modele est stocké, durant six jours, a 20°C.
Comme pour le témoin, cette étape est majoritairement favorable a la croissance bactérienne
pour les trois procédés d’étuvage testés, puisque 55 conditions sur 75 la permettent
(Tableau 25). Pour les 20 autres conditions, la population bactérienne stagne, principalement,
lorsque 1’ay, est égale a 0,93 (dix conditions) et 0,94 (six conditions) ou lorsque le pH est
acide (dix conditions a pH 5,0, et six, a pH 5,3).

Comme pour le procédé témoin, aucune destruction de la population bactérienne n’est

observée pendant cette étape.

Tableau 25 : capacité de croissance de Listeria au cours de stockage (CCipcrage), €n fonction
du pH, de l’a,, et du procédé d’étuvage

u Témoin Procédés d'étuvage
Aw P 24h/20°C 4h/42°C 1h/48°C 1h/53°C
0,97 5,0 24 3,1 3,2 3,4
5,3 3,0 3,3 4,0 4,1
5,6 2,7 3,5 4,1 4,0
5.9 1,5 3,7 3,8 4,4
6,2 0,8 3,2 4,1 4,4
0,96 5,0 1,4 2,0 0,8 1,5
53 2,3 3,2 3,0 3,7
5,6 1,9 3,0 3,6 4,0
5,9 2,0 2,8 33 4,0
6,2 1,3 2,6 3,6 4,0
0,95 5,0 0,1 0,5 0,7 0,9
5,3 1,7 3,2 3,0 3,2
5,6 2,6 3,7 3,5 3,5
59 24 3,7 3,6 3,7
6,2 2,7 4,0 3,4 4,1
0,94 5,0 0,2 0,0 -0,1 -0,3
5,3 -0,2 1,0 -0,1 0,4
5,6 1,0 2,0 2,1 2,6
59 2,3 3,1 3,2 3,6
6,2 2,7 4,4 3,5 3,2
0,93 5,0 -0,1 -0,3 -0,3 -0,1
5.3 -0,3 -0,1 -0,1 0,1
5,6 -0,5 0,1 0,0 -0,3
5.9 0,0 1,6 0,1 1,1
6,2 0,7 1,9 2,3 3,9

caractére gras : CCypcrage > 1,0 U Log
autre caractere : -1,0 U Log < CCipeiage < 1,0 U Log
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4-11.3. Cc_'q/oba/e

Pour les trois procédés d’étuvage étudiés, dans 53 conditions, le nombre de bactéries croit.
Les 22 autres correspondent principalement a des a,, basses (12 conditions pour I’ay, 0,93 ; six
pour I’a,, 0,94) ou des pH acides (dix conditions pour le pH 5,0 ; six pour le pH 5,3), attestant
de I’influence de ces facteurs sur la capacité de croissance globale de la bactérie (Tableau 26).
A la différence de I’é¢tuvage témoin, la croissance de Listeria est observée pour les trois

procédés a ay, 0,93/pH 6,2 et a,, 0,94/pH 5.6.

Tableau 26 : capacité de croissance de Listeria au cours du procédé global (CCgopaie), €n
fonction du pH, de I'a,, et du procédé d’étuvage (Ny=10" UFC.g")

a, n Témoin Procédés d'étuvage
P 24h/20°C 4h/42°C 1h/48°C 1h/53°C
0,97 5,0 2,5 3,0 3,1 2,7
5,3 3,3 3,0 3,5 3,0
5,6 3,2 3,1 3,3 3,1
5,9 33 3,1 3.4 3,1
6,2 3.4 3,1 3,5 3,0
0,96 5,0 1,3 1,8 0,3 1,2
5,3 2,2 2,8 2,5 3,2
5,6 2,8 2,8 2,9 3,2
5,9 2,9 2,6 2,9 2,9
6,2 2,9 2,5 3,0 3,1
0,95 5,0 0,1 0,3 0,4 -0,9
5,3 1,5 2,7 2,8 2,7
5,6 2,7 2,8 2,8 2,5
5,9 3,0 2,9 2,9 24
6,2 2,8 3,0 3,0 2,4
0,94 5,0 -0,2 -0,2 -0,3 -0,4
5,3 -0,4 0,2 -0,2 -0,1
5,6 0,9 1,8 1,7 1,9
59 2,2 2,4 2,8 2,9
6,2 2,4 2,4 2,8 2,9
0,93 5,0 -0,3 -0,5 -0,5 -0,2
5,3 -0,3 -0,7 -0,4 -0,4
5,6 -0,6 -0,6 -0,3 -0,5
5,9 -0,6 0,7 0,0 0,5
6,2 0,4 1,2 2,0 2,2

caractére gras : CCyjppare > 1,0 U Log
autre caractere : -1,0 U Log < CCyppare < 1,0 U Log
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La Figure 36 illustre que la CCyspnage moyenne est positive pour le témoin, alors qu’elle est
toujours négative pour les trois procédés testés, attestant que la croissance de Listeria est
inhibée durant I’étuvage. La CCjperage moyenne, apres un procédé d’étuvage, est toujours
supérieure a celle du témoin : les procédés d’étuvage favorisent donc le développement de
Listeria pendant I’étape de stockage.

En revanche, la moyenne des CCyopaie pour les trois procédés d’étuvage (entre 1,8 et

1,9 U Log) est équivalente a la moyenne des CCyopare du procédé témoin (1,6 U Log).

4,5

35 |

2,5

1,5

CC moyennes

0,5

24h/20°C 4h/42°C 1h/48°C 1h/53°C
Procédés d'étuvage

Figure 36 : CC moyennes (n = 25) en fonction du procéde d’étuvage et de [’étape étudiée
I:l CCétuvage N - CCstockage 5 I:l CCglobale

4-12. Mesures de la température

Excepté pour le procédé témoin, la température de 1’aliment modele évolue au cours du
procédé. Lors de I’étuvage 4h/42°C, la température augmente et atteint la température de
consigne, a cceur de la plaque d’aliment modéle, aprés 77 minutes de traitement. Pour les
¢tuvages 1h/48°C et 1h/53°C, la température de consigne n’est pas atteinte ; cependant, la
température a cceur est supérieure a la température maximale de croissance de Listeria
(45,5°C), respectivement, a partir de 48,5 minutes et 30 minutes de traitement. La température
reste supérieure a 45,5°C durant 13,5 minutes, pour les expériences avec un étuvage 1h/48°C,

et 38 minutes, pour les expériences avec un étuvage 1h/53°C. Selon le procédé d’étuvage,
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entre 90 et 105 minutes de stockage sont nécessaires, pour que la température a cceur de

I’aliment modele devienne égale a 20°C (Figure 37).

(a) 4h/42°C (b) 1h/48°C
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Figure 37 : évolution de la température mesurée a coeur de I’aliment modele lors du procédé
global (stockage a 20°C), en fonction du procédé d’étuvage
— température mesurée,
température de consigne : lors de I’étuvage pour (a) 42°C, pour (b) 48°C, pour (c) 53°C, puis
20°C lors du stockage pour (a), (b) et (c),
température maximale de croissance de Listeria (45,5°C)

4-2. Modélisation

4-2.1. Ajustement des paramétres des modeéles

4-2.1.1. Modéle de transfert de chaleur

Un modele de transfert thermique, basé sur la loi de Fourier, a été utilis€¢ pour prédire
I’évolution de la température en chaque point de la plaque de ’aliment modéle. Afin de tenir
compte de la structure et de la composition, la valeur de la diffusivité thermique (D,) a été
optimisée, avec un critére des moindres carrés appliqué aux températures mesurées et

prédites. Les cinétiques de température enregistrées au coeur de la plaque d’aliment modele,
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lors de I’étuvage (pour les trois procédés testés), puis lors du stockage a 20°C, ont été

utilisées. La valeur de D, optimisée est égale 2 9.10° m?.s™ (Figure 38).
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Figure 38 : optimisation de la diffusivité thermique (D, optimisée égale a 9.10° m’.s™).
Cinétiques de température, a ceeur de [’aliment modele, expérimentales et prédites par le
modeéle de transfert thermique, lors du procédé d’étuvage et du stockage a 20°C

cinétique de température prédite,
résultats expérimentaux = 1°C

Les mesures de température au cceur de la plaque d’aliment modéle étuvé, puis stocké a
4°C, ont été utilisées pour valider le modele de transfert thermique. Les résultats obtenus pour
les trois étuvages sont présentés sur la Figure 39. Lors de 1’étape d’étuvage, les données
prédites différent des mesures expérimentales d’environ + 1°C (précision de I’enregistreur de
température, paragraphe 3-4, Chapitre matériels et méthodes). Lors du stockage, dans un
premier temps, la température au cceur de la plaque de viande est surestimée par le modele de
transfert, puis elle est sous-estimée, lorsque la température mesurée devient inférieure a 25°C.
L’écart moyen entre les valeurs de température prédites et mesurées au cours du stockage est
de 2°C, pour les expériences avec un étuvage 1h/53°C ou 1h/48°C, et de 3°C, pour le

expériences avec le procédé 4h/42°C.
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(a) 4h/42°C (b) 1h/48°C
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Figure 39 : cinétiques de température a ceeur de l’aliment modéle expérimentales et prédites
par le modeéle de transfert thermique, lors du procédé d’étuvage et du stockage a 4°C
cinétique de température prédite,
résultats expérimentaux = 1°C

4-2.1.2. Modeles de microbiologie prévisionnelle

Avant d’étre utilisés, les paramétres des modeles secondaires de microbiologie
prévisionnelle doivent étre optimisés, afin de tenir compte de ’influence de la nature de
I’aliment mode¢le et de 1’espéce bactérienne utilisée. Pour les modéles de croissance, nous
avons obtenu une valeur K égale a 1,94, et une valeur de taux optimal de croissance, de
1,90 h™' (paragraphe 2-2-1). Pour les modéles de destruction, les paramétres Dgy (temps de
réduction décimale a 60°C) et z’ (¢lévation de température qui permet de réduire Dy d’un
facteur dix) doivent &tre optimisés. Pour cela, les populations bactériennes en fin d’étuvage
1h/48°C et 1h/53°C (douze cinétiques complétes avec un stockage a 20°C) doivent étre
comparées aux concentrations bactériennes prédites. Pour prédire les concentrations
bactériennes en fin d’étuvage, il faut modéliser 1’évolution de la population bactérienne, tout

au long de cette étape.
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I1 faut donc utiliser :

- le modele de croissance en début d’étuvage, lorsque la température est inférieure a la
température maximale de croissance

- et le modele de destruction, dés que la température est supérieure a la température
maximale de croissance (45,5°C).

Les concentrations expérimentales reflétent la concentration globale a I’issue de ’étape
d’étuvage. Pour modéliser I’évolution globale de la population, il faut tenir compte de
I’évolution spatiale de la température ; en effet, les bactéries ne sont pas soumises au méme
traitement thermique, selon leur localisation dans la plaque. Or, la température n’a été
mesurée qu’au cceur de la plaque d’aliment modéle. L’évolution de la température, en tout
point de I’aliment modé¢le, doit donc étre prédite, préalablement a 1’optimisation des
parametres du modele secondaire de destruction. Nous avons choisi pour des raisons déja
évoquées (simplicité de 1’outil de modélisation) de modéliser la cinétique de température en
une succession de paliers, dont le pas de température est a définir. Il faut donc :

- premierement, déterminer le pas de température qui s’appliquera a la section la plus
proche de la surface, et en déduire, les durées de paliers communes a toutes les
sections (paragraphe 7-4-1, Chapitre matériels et méthodes),

- deuxiémement, déterminer le nombre de sections a prendre en compte dans la
demi épaisseur de la plaque d’aliment modele (prise en compte de 1’évolution spatiale)

- et troisiémement, optimiser les valeurs de Dg et z’.

4-2.1.2.1. Pas de température

La valeur du pas de température est optimisée en fonction :

- de l’outil de calcul utilisé

- et de la précision que I’on souhaite atteindre pour les concentrations bactériennes

prédites.

En effet, la valeur du pas de température modifie 1’évolution de concentration bactérienne
prédite, du fait de la discrétisation (Baucour (2000) I’a mis en évidence, lors de Ia
modélisation combinée de I’évolution de I’ay, et des cinétiques bactériennes). Le pas de
température, séparant chaque palier, doit €tre choisi, de fagon a limiter le temps de calcul
(grand pas) et a représenter 1’évolution réelle (petit pas).

Nous avons prédit 1I’évolution de concentration bactérienne pour quatre pas de

température : 0,05 — 0,1 — 0,5 et 1°C.
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Cependant, comme les parametres du modele secondaire de destruction n’ont pas encore
¢été optimisés, nous avons :
- collecté des valeurs de Dy de la littérature (ICMSF, 1996), uniquement pour des
expériences réalisées dans des matrices alimentaires carnés et relatives a
L. monocytogenes
- et déterminé, a partir de cette base de données, les valeurs de D¢ et z’ utilisées dans le
modele secondaire (calcul de I’équation de la droite de régression Log (Dy) = f (0)).

Dgo a été fixé a 3,8 minutes et z” a 7,7°C.

Les simulations étant effectuées sous Excel, nous sommes limités par la taille des fichiers.
Le pas 0,05°C étant le plus petit pas que 1’on puisse étudier, il représente le pas témoin. Nous
considérons que les concentrations bactériennes prédites sont équivalentes d’une simulation a
I’autre, lorsqu’une différence inférieure a 0,05 U Log est observée. Cette valeur seuil a été
choisie, car elle est plus de dix fois plus faible que I’erreur expérimentale (0,7 U log) ; nous
pouvons donc la considérer comme négligeable. Nous avons choisi d’utiliser le plus grand pas
de température qui conduit & une prédiction de la cinétique bactérienne au cceur de la plaque
d’aliment modele équivalente a celle obtenue avec le pas témoin pour 1’expérience 1h/53°C,
pH 6,2, a,, 0,97 et une température de stockage égale a 20°C.

Le pas 0,5°C a été sélectionné (Figure 40) et nous avons supposé qu’il était applicable aux

autres procédés étudiés, puisqu’il a été déterminé pour la plus haute température d’étuvage.

0 30 60 90 120 150 180
Temps (min)
Figure 40 : cinétiques bactériennes prédites en fonction du pas de température du modele de
transfert de chaleur (bactéries au cceur de la plaque, a,, 0,97 — pH 6,2 — étuvage 1h/53°C —
stockage a 20°C)
pas de température :

0,05°C, . ___0,1°C, _____. 0,5°C, _.._.. 1°C
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4-2.1.2.2. Nombre de sections dans la demi épaisseur

Pour tenir compte de la différence de température a laquelle les bactéries sont soumises,
selon leur localisation dans la demi épaisseur (soit 5 mm) de la plaque d’aliment modgle,
celle-ci doit étre divisée en n sections égales. Ce nombre est a définir. La population
bactérienne globale pour I’aliment mode¢le correspond a la moyenne des concentrations
prédites pour les n sections.

Plus le nombre de section(s) est grand, plus la cinétique bactérienne globale est décrite
avec précision, mais plus le temps de calcul est long. Nous avons comparé les cinétiques
bactériennes globales, quand une, deux, quatre, huit ou seize section(s) sont prises en compte

(Figure 41).

(a) une section (b) deux sections (c) quatre sections (d) huit sections  (e) seize sections

de 5,00 mm de 2,50 mm de 1,25 mm de 0,63 mm de 0,31 mm
® : ——
° —_—
@ @ ® - e — —

Figure 41 : influence, sur [’épaisseur des sections, du nombre de sections pris en compte dans
la demi épaisseur de la plaque d’aliment modele
e point dans chaque section pour lequel la température a été prédite

Les cinétiques bactériennes ont été prédites, pour I’expérience avec un étuvage de 1h/48°C,
un pH de 6,2, une a,, égale a 0,97, une température de stockage de 20°C et un pas de
température de 0,5°C. Les valeurs de D¢y et z’ déterminées a partir des données de la
littérature ont été utilisées.

La cinétique bactérienne prédite, en considérant seize sections, représente le témoin. La
population bactérienne prédite est différente, de plus de 0,05 U Log, comparée a la
concentration prédite avec le témoin, uniquement, lorsque le nombre de section est égal a un.

Nous diviserons donc la demi épaisseur de 1’aliment modele en deux (Figure 42).
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0 30 60 90 . 120 150 180
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Figure 42 : cinétique bactérienne prédite en fonction du nombre de section(s) dans la demi
épaisseur de la plaque d’aliment modeéle (pas de température 0,5°C, a,, 0,97 - pH 6,2 -
étuvage 1h/48°C — stockage a 20°C)

nombre de section(s) : — 16, ____8,_____. 4, _ .2, _. 1

4-2.1.2.3. Optimisation des parametres du modele secondaire de destruction

Connaissant le pas de température (0,5°C) et le nombre de sections a prendre en compte
dans la demi épaisseur (deux), nous avons optimisé les valeurs de D¢y et z’. Pour cela, les
populations bactériennes, en fin d’étuvage 1h/48°C et 1h/53°C (cinétiques complétes avec un
stockage a 20°C), ont été comparées aux concentrations bactériennes prédites. Nous avons

obtenu une valeur de Dy égale a deux minutes et un z’ égal a 7,4°C.

4-2 2. Stratégie de modélisation en condition dynamique de

température

Pour modéliser 1’évolution de la population bactérienne au cours de 1’étuvage, puis du
stockage, de nombreuses informations sont nécessaires. Il faut disposer de renseignements sur
I’aliment mod¢le (épaisseur, propriétés physico-chimiques, diffusivité thermique...). Il faut
également caractériser les microorganismes susceptibles de se développer dans 1’aliment
modele (paramétres cardinaux, parametres caractérisant les cinétiques bactériennes). Enfin, il
faut connaitre le procédé appliqué a 1’aliment mod¢le (évolution de la température).

Une modélisation combinée de 1’évolution de la température et de la cinétique bactérienne
est testée. Elle consiste a décomposer la situation globale complexe en plusieurs systémes

plus simples.
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N=1(t, x)

p‘max’ lag DO
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Figure 43 : stratégie de modélisation intégrée de [’évolution de la température et de la
population bactérienne

Avec Dt, la diffusivité thermique de 1’aliment modé¢le,

O.1iment, 12 température initiale de 1’aliment modgle,

€p, I’épaisseur de I’aliment modele,

x, I’axe selon lequel s’effectue le transfert de chaleur dans la plaque d’aliment modéle,

0.ir, la température de 1’air,

Xmin> Xopt> €t Xmax, les valeurs cardinales pour la température, le pH et I’a,,

Omax, 12 température maximale de croissance,

CMI°, les concentrations minimales inhibitrices absolues,

Wopt> le taux optimal de croissance, K, le parametre reliant le taux maximal de croissance (Lmax) €t le
temps de latence (lag),

Dgo, le temps de réduction décimale a 60°C,

Dg, le temps de réduction décimale a la température 0,

z’, I’élévation de température qui permet de diviser par dix la valeur du temps de réduction décimale,
N, la population bactérienne,

t, le temps
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Nous proposons de résoudre ces systemes par une méthode numérique. Cependant, pour
simplifier la résolution, nous considérons que la cinétique d’évolution continue de la
température est représentée par une succession de paliers. Sur la durée d’un palier, la
température est considérée comme constante. Ainsi, pour prédire I’évolution de Ia
concentration bactérienne en fonction du temps :

1. la courbe d’évolution de la température prédite pour la section dont le centre est a
1,25 mm de la surface est transformée en une succession de paliers de température avec
un pas égal a 0,5°C ;

2. la courbe d’évolution de température prédite pour la seconde section, proche du centre
de la plaque, est transformée en une succession de paliers, dont le pas de temps est
identique a celui de la section proche de la surface ;

3. les températures prédites sont introduites dans les modeles secondaires de
microbiologie prévisionnelle. Au début de chaque palier de temps et pour chaque
section, un test est réalis€¢ pour déterminer si la température prédite est inférieure a la
température maximale de croissance de Listeria :

0 silaréponse au test est positive, le modéle de croissance est utilisé
O etsilaréponse au test est négative, le modele de destruction est utilisé.
Les parametres des modeles secondaires sont ensuite calculés;

4. les modeles primaires sont utilisés, en prenant comme population initiale, la population
finale du pas de temps précédent ;

5. les étapes 3 et 4 sont répétées jusqu’a la fin du procédé ;

6. la moyenne des concentrations bactériennes des deux sections est calculée a chaque
début de paliers, afin de déterminer la courbe d’évolution de la population bactérienne

globale (Figure 43).

4-2.3. Comparaison des concentrations bactériennes expérimentales

et prédites au cours du procédé global

Au cours de I’étuvage, une destruction bactérienne est majoritairement observée pour les
trois procédés testés. Puis, lors du stockage, en fonction des conditions de pH et d’a,, la
population bactérienne stagne ou croit.

Quarante-huit cinétiques sur les 75 réalisées sont correctement prédites par le modele

combiné. En fonction du procédé d’étuvage appliqué, leur nombre varie (Tableau 27).
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Tableau 27 : cinétiques correctement prédites et cinétiques non correctement prédites, en
fonction du procédé d’étuvage appliqué lors des expériences (d’apres le critere établi dans le
Tableau 13, Chapitre matériels et méthodes)

Procéd¢ d'étuvage appliqué
lors des expériences
4h/42°C  1h/48°C  1h/53°C

Prédictions correctes 15 20 13
Prédictions incorrectes population surestimée 6 0 2
Prédictions incorrectes population sous-estimée 4 5 10

Pour les expériences avec un étuvage 4h/42°C, 15 cinétiques sont correctement prédites
(tous les points expérimentaux = 0,7 U Log sont inclus dans I’enveloppe a 90% de la courbe
prédite), bien que la faible baisse du nombre de bactéries observées pendant I’étuvage
(-0,5 U Log en moyenne) ne soit pas prédite, car la température est au-dessous de la
température maximale de croissance de Listeria. Lorsque la décroissance mesurée est
inférieure a 0,7 U Log, les prédictions sont obligatoirement incorrectes, c’est le cas pour six
cinétiques. Ainsi, les prédictions incorrectes pour le procédé global (étuvage + stockage) sont
majoritairement diies a une mauvaise estimation du développement bactérien pendant 1’étape
d’étuvage.

Pour les expériences avec un étuvage 1h/48°C, 20 cinétiques sont correctement prédites.
Pour quatre cinétiques sur les cinq qui ne le sont pas, la population finale, a la fin du stockage,
est sous-estimée. Cette sous-estimation est :

- dangereuse pour deux conditions, puisque 1’accroissement final prédit est faible (entre

0,3 et 0,4 U Log), alors que celui mesuré est ¢levé (entre 1,3 et 2,3 U Log)

- et non dangereuse pour deux conditions puisque 1’accroissement final prédit est élevé
(1,5 U Log), mais moins grand que celui mesuré (entre 2,8 et 3,0 U Log). La prédiction
permet, cependant, de mettre en garde ['utilisateur sur les conditions
environnementales favorables a la croissance de Listeria.

Les cinétiques bactériennes prédites au cours des expériences avec un étuvage 1h/53°C
sont correctes pour treize conditions sur 25. Lors du procédé d’étuvage, la décroissance
bactérienne est bien prédite dans 23 conditions. Ainsi, c’est une mauvaise prédiction du
développement de Listeria au cours du stockage qui conduit majoritairement a une
sous-estimation de la concentration bactérienne. Pour quatre cinétiques, les prédictions sont
dangereuses, car I’accroissement final estimé est inférieur a 0,5 U Log, alors que celui mesuré

est de 2,0 U Log. Pour les six autres, I’accroissement final prédit est élevé, mais moins grand

128



Résultats

que celui mesuré. La prédiction permet, cependant, de mettre en garde [’'utilisateur sur les

conditions environnementales favorables a la croissance de Listeria.

Les fronti¢res prédites pour les expériences avec les étuvages 4h/42°C, 1h/48°C et 1h/53°C
sous-estiment le domaine permettant la croissance de Listeria. En effet, pour quelques couples
ay/pH (respectivement, trois, quatre et deux, pour 4h/42°C, 1h/48°C et 1h/53°C) proches de la
frontiere, mais situés au-dessous, une croissance a ¢été observée (Figure 44). Sur la
Figure 44, chaque condition environnementale pour laquelle une cinétique réduite a été
réalisée est représentée par un symbole carré. Cependant, si I’on tient compte des incertitudes
de mesure sur I’ay, (résolution de 1’ay-métre égale 0,01), des incertitudes de mesure sur le pH
(résolution relative du pH-metre de 0,001) et de I’hétérogénéité des propriétés
physico-chimiques de I’aliment modele (écart-type moyen de 0,002 pour I’ay, et de
0,03 U pH, pour le pH), les symboles de la Figure 44 devraient étre représentés avec des
écarts-types. A proximit¢ de la frontiere prédite, certains de ces carrés disposeraient
d’écarts-types qui chevaucheraient les domaines de croissance et de non croissance.

Par ailleurs, si I’on tient compte de ces mémes incertitudes de mesure sur I’ay, et le pH lors
de la modélisation, la frontiére prédite devrait étre représentée par une bande, et non pas
seulement par une ligne.

Compte tenu des incertitudes de mesure et de 1’hétérogénéité de 1’aliment modele, nous
considérons donc que le modele combiné prédit correctement les frontiéres croissance/non
croissance, pour les trois procédés d’étuvage et le procédé témoin.

De plus, pour les expériences avec un €tuvage 4h/42°C ou 1h/48°C, la frontiere CC = [
prédite est équivalente a celle du procédé témoin. Ces traitements thermiques ne sont pas
efficaces pour réduire le domaine de croissance de Listeria, lorsque 1’aliment modele est
stocké pendant six jours, a 20°C. Inversement, la frontiére est décalée vers les hauts pH et les
hautes a,, pour les expériences avec le procédé 1h/53°C. Ce procédé¢ réduit donc le domaine

de croissance de Listeria par rapport au domaine obtenu avec le procédé témoin.
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(a) 24h/20°C* (b) 4h/42°C

0,97 A
0,96

0,95

0,94 -

0,93 -

49 5,1 53 5,5 57 59 6,1 6,3
pH

Figure 44 : frontiere prédite (CCgopate = 1,0 U Log) entre les domaines de croissance et
d’absence de croissance, apres un procéde d’étuvage et six jours de stockage a 20°C

m croissance (CCyopae > 1,0 U Log); 0 absence de croissance (CCyopare < 1,0 U Log)

frontiére prédite

*les résultats pour le procédé témoin ont déja été présentés Figure 29

Les résultats présentés sur la Figure 44 et dans le Tableau 28 montrent que, pour les
expériences avec un étuvage 4h/42°C ou 1h/48°C, les prédictions incorrectes sont obtenues
pour des conditions d’a,/pH proches de la frontiére entre les domaines de croissance et de non
croissance. Pour les expériences avec un étuvage 1h/53°C, les prédictions incorrectes se

situent majoritairement pour des conditions d’a/pH ¢éloignées de la frontiere.

Tableau 28 : conditions d’a,, de pH et de procédés d’étuvage pour lesquelles les cinétiques
preédites sont correctes ou incorrectes

Procédé¢ d'étuvage appliqué lors des expériences
4h/42°C 1h/48°C 1h/53°C
pH 50:53: 56 59 162[50:53i56:59:62]|50:53:56:59:6,2
097t ¢ + ¢ + + + |+ 4+ ittt
0,96 + + + + + |ttt + + + + t3 L3, it 4
S 095 + b b b b | oty F o+ 4t b+
094 + |+ ity Gitptats bt f |+ Tttty |+ +
0,93 + 1+ 1+ t t, | + 0+ 0+ 0+ s+

+ cinétiques correctement prédites avec une enveloppe a 90 %
tx temps au(x)quel(s) les concentrations bactériennes ne sont pas correctement estimées

courbes reliant les cinétiques non correctement prédites, pour chaque procédé d’étuvage
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Au cours de I’étuvage 4h/42°C, une destruction bactérienne est observée, mais ne peut pas
étre prédite, car la température reste toujours inférieure a la température maximale de
croissance de Listeria (Gn.). Afin d’améliorer les prédictions de destruction thermique lors de
I’étuvage 4h/42°C, nous avons complété le modele d’interactions entre les facteurs
température, pH et ay, en considérant que la température maximale de croissance diminue
lorsque 1’ay, et/ou le pH s’¢loigne(nt) des valeurs optimales de croissance de Listeria
(Figure 45). Le calcul de la température maximale de croissance, qui découle de

I’Equation 14 présentée dans le Chapitre étude bibliographique, correspond a :

3 3 5
_ o - __ & _ (pHopt B pH) _ (awopt B QW) ’ Eq. 46
gmax - eopt + (Hmax gupt)' H {1 CMII-OJ (pHop; -p mino) (awapt _ awmino) 4

i=1

Avec 6,,° la température maximale de croissance absolue, ie. lorsque les autres facteurs
environnementaux sont a leur valeur optimale et en absence de substance inhibitrice,

6.4, 12 température maximale de croissance,

0,p, 1a température optimale de croissance,

¢; la concentration de la substance inhibitrice i,

CMI;°, 1a concentration minimale inhibitrice absolue de la substance i,

PHimin®, awmin”, les valeurs minimales absolues de croissance pour le pH et I’a,,

pHope €t ay opt, l€ pH et 1’a,, optimal(e) de croissance

—~ A3 =T R TR —
OL) /‘/— «’/‘—
= 42 e
g 7
D P

41 .

f/'

40 o

39

38 \ \ \

5,0 5,3 5,6 5,9 6,2
pH

Figure 45 : prédiction de [’évolution de la température maximale de croissance, Gy, en
fonction du pH et de [’a,, lorsque les interactions entre facteurs environnementaux sont

prises en compte et en absence d’inhibiteur
(valeurs cardinales utilisées présentées dans le Tableau 11, Chapitre matériels et méthodes)
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Les résultats des 25 cinétiques réduites du plan d’expériences A avec un ¢tuvage 4h/42°C
ont été comparés aux prédictions du modele d’ Augustin modifié en utilisant I’Equation 46. En
tenant compte, dans le domaine d’étude, des interactions entre facteurs environnementaux, la
température maximale de croissance est inférieure a 42°C, uniquement pour I’ay, 0,93, lorsque
le pH est inférieur a 5,4. Dans notre modele combiné, une destruction bactérienne est prédite,
lorsque la température de 1’aliment modele est supérieure a la température maximale de
croissance. Pendant I’étuvage, c’est le cas :

- pour la condition ay 0,93/pH 5,0, pendant 3h20 & cceur de 1’aliment modele, et
pendant 3h35, pour la section proche de la surface ; une destruction de 0,4 U Log est
prédite (Figure 46).

- pour la condition ay 0,93/pH 5,3, pendant 2h48 & cceur de 1’aliment modecle, et
pendant 3h22, pour la section proche de la surface ; une destruction de 0,3 U Log est
prédite.

Pour ces expériences, la température maximale croissance est respectivement égale a 39,9
et 40,8°C. Le modéle de destruction prédit une valeur de temps de réduction décimale égale a

42°C, a neuf heures, et a 40°C, a 17 heures.

7,5

0 24 48 72 96 120 144
Temps (h)

Figure 46 : comparaison de la cinétique expérimentale et des cinétiques prédites avec le
modele d’Augustin ou le modéle d’Augustin modifié, a a,, 0,93 - pH 5,0 - 4h/42°C - stockage a
20°C

— cinétique prédite avec le modele d’ Augustin modifié (Equation 46),

— - cinétique prédite avec le modele d’ Augustin non modifié,

F erreur expérimentale (+ 0,7 U Log)
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L’abaissement de la température maximale de croissance permet dans ces deux conditions
d’améliorer les prédictions. Pour les deux autres procédés d’étuvage et le procédé témoin, les
75 cinétiques prédites sont peu modifiées, par la prise en compte d’une température maximale
absolue (température maximale influencée par la valeur des autres paramétres
environnementaux). En effet :

- quand la température est inférieure a la température maximale de croissance (Omax), le
modele de croissance est utilisé. Dans le domaine d’étude, les valeurs des taux
maximums de croissance et des temps de latence prédites sont majoritairement
équivalentes, lorsque la valeur de température maximale de croissance utilisée est
calculée en tenant compte ou non de la valeur des autres paramétres
environnementaux ;

- quand la température est supérieure ou égale a 0,,x, le modele de destruction est utilisé.
En tenant compte de I’influence de la valeur du pH et d’ay, sur Oy,.x, sa valeur diminue
et le modele de destruction est utilisé sur une plus longue période. Par exemple a
ay 0,93 et pH 5,0, au cceur de I’aliment modg¢le, la température est supérieure a Oyax,
pendant 43 minutes, pour les expériences avec |’é¢tuvage 1h/48°C, et pendant
53 minutes pour 1h/53°C, soit, respectivement, 26 et 16 minutes de plus qu’avec le
modele d’Augustin non modifié. Cependant, les valeurs de temps de réduction
décimale dans la zone 39-42°C sont tres faibles et la destruction prédite est donc peu

modifiée par 1’abaissement de la température maximale de croissance.

5 - Validation du modele combiné a 4°C

Nous nous sommes placés dans des conditions proches de celles rencontrées chez les
professionnels de la charcuterie-salaison, en testant notre modele combiné transfert de
chaleur/microbiologie prévisionnelle, pour une température de stockage de 4°C. Quatre
cinétiques complétes, chacune répétées trois fois, ont été réalisées a des valeurs d’a,, et de pH
proches de celles des lardons du commerce, c’est-a-dire pH 5,9/a,, 0,965. Les trois procédés
d’étuvage ont été testés, ainsi qu’'une condition témoin, pour laquelle le stockage a 4°C n’a

pas été précédé d’un étuvage.
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Les cinétiques bactériennes ont été prédites avec le modele combiné. Le Tableau 29
rappelle la valeur des parametres des modeles inclus dans le modele combiné.
Ces parameétres ont été optimisés afin de tenir compte, dans les prédictions, de 1’espéce

bactérienne et du substrat utilisé.

Tableau 29 : valeurs des parametres des modeéles inclus dans le modele combiné

Mod¢les secondaires de microbiologie Croissance oy 1,9 h"
K 1,94
Destruction Dy, 2 min
A 7,4°C
Modgele de transfert thermique D, 9.10"m’s"

5-1. En condition statique de température

A 4°C, dans la zone d’ay, et de pH des lardons, la croissance de Listeria est trés lente. La
croissance est, de plus, précédée d’une période de latence comprise entre 3,7 et 6,4 semaines
(Figure 47).

La durée de conservation des lardons a 4°C est, en moyenne, de 45 jours. L’accroissement
de Listeria dans 1’aliment mode¢le a I’issue de cette période est de ’ordre de 0 a 0,3 U Log.
Dans la zone de pH et d’a,, des lardons, en absence d’étuvage, une température de stockage
égale a 4°C permet donc d’inhiber I’accroissement de Listeria, jusqu’a la date limite de
consommation du produit.

Les cinétiques bactériennes ont été réalisées dans des mélées d’aliment modéle ayant un
pH de I’ordre de 5,9. Les a,, des mélées sont comprises entre 0,958 et 0,966. Ces écarts d’ay
engendrent des valeurs de taux maximum de croissance et de temps de latence différentes

d’une expérience a 1’autre (Tableaux 30 et 31).

Nous avons comparé les cinétiques bactériennes avec les prédictions des modeles de
croissance. Des analyses de Monte Carlo ont été réalisées pour déterminer 1I’enveloppe a 90%
des courbes prédites, en supposant que les rapports [Gumax/timax]s [ONmax/Nmax], [Ono/No] restent
constants, lorsque la température est égale a 4°C. La population bactérienne est surestimée par
les modeles de microbiologie prévisionnelle pour deux expériences sur trois (Figure 47). Le
modele d’Augustin prédit correctement le taux de croissance de Listeria a 4°C
(Tableau 30) ; en revanche, pour deux des trois cinétiques, le temps de latence prédit est trois
a cinq fois plus court que celui mesuré (Tableau 31).
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(a) ay 0,966 — pH 5,90 (b) ay 0,962 — pH 5,90
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Figure 47 : comparaison des cinétiques expérimentales et prédites, température de stockage
égale a 4°C

— cinétique prédite avec une enveloppe a 90 %,

F erreur expérimentale (+ 0,7 U Log),
durée de conservation des lardons (45 jours en moyenne)

Tableau 30 : taux maximums de croissance (Uma: en ') expérimentaux et prédits a 4°C

Conditions aw/pH ey mesuré = écart-type  tma prédit + écart-type™

0,966/5,90 0,008 + 0,002 0,009 +5.10™
0,962/5,90 0,005 + 0,004 0,006 + 4.10™
0,958/5,89 0,003 + 0,001 0,003 £2.10™

*€cart-type calculé avec I’hypothese [6umar/ttmax] = 0,06

Tableau 31 : temps de latence (lag en h) expérimentaux et prédits a 4°C

Conditions ay/pH  lag mesuré + écart-type  lag prédit + écart-type*

0,966/5,90 1070 =70 220+ 20
0,962/5,90 1000 + 130 340 + 30
0,958/5,89 610+ 100 600 + 60

*€cart-type calculé avec I’hypothese [o,4/lag] = 0,1

Pour des conditions pré-incubatoires identiques et pour un méme substrat, 1’hypothése
[Umax - lag = K] est considérée comme acceptable par Rosso (1995), en fonction du pH et de la
température ; Augustin (1999) I'utilise également en fonction de 1’a,. Cependant, cette
hypothése est remise en question prés des limites de croissance (Delignette-Muller, 1998).
Pour une température de stockage de 4°C, la constance du produit [um.. . lag] (vérifiée a
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20°C) n’est plus observée, comme I’indique la Figure 48. En effet, la valeur de K diminue
linéairement, lorsque 1’ay, diminue (entre 0,966 et 0,958).

Nous avons déterminé le temps de latence pour la condition a,, 0,962, a partir de 1’équation
de la droite de régression (Figure 48) calculée uniquement avec les deux autres points
(aw 0,958 et 0,965). Nous obtenons un temps de latence de 1140 = 110 heures, donc
équivalent (les écarts-types se chevauchent) a celui mesuré (1000 + 130 heures). La cinétique

prédite avec le temps de latence re-calculé est nettement améliorée (Figure 49).

12
y=964,3x-921,9

I ik EEEEEE

[pmax . lag]

0 T T T T T T T T

0,957 0,958 0,959 0,960 0,961 0,962 0,963 0,964 0,965 0,966
Aw

Figure 48 : produit [tmay . lag] calculé en fonction de [’a,,, pour une température de stockage
égale a 4°C et un pH de 5,9 (— écart-type)

B [ - lag] utilisé pour calculer I’équation de la droite de régression,

O [umax - 1ag] utilisé pour comparer la valeur prédite et la valeur expérimentale du temps de latence

() [Wmax - lag] = 1,94 (b) [max - lag] = 964,3a,, - 921,9

|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
8 10 12 14
emps (semaines) Temps (semaines)

—

Figure 49 : comparaison de la cinétique expérimentale et des cinétiques prédites a
a, 0,962/pH 5,9, pour une température de stockage de 4°C, en fonction de I’approche utilisée
pour modéliser le temps de latence

— cinétique prédite avec une enveloppe a 90 %,
F erreur expérimentale (+ 0,7 U Log)
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5-2. En condition dynamique de température

A 4°C, pour les trois cinétiques réalisées dans des conditions environnementales
équivalentes, le développement de Listeria varie (Figure 50). Par exemple, pour les répétitions
de I’expérience avec un étuvage 4h/42°C, entre la deuxiéme et la cinquiéme semaine de
stockage, la population bactérienne augmente de 1,5 a 2,0 U Log, pour les deux premicres
répétitions. Pour la troisieme répétition, la population bactérienne stagne durant cette méme
période (Figure 50 a, b, ¢). Par ailleurs, au cours de I’étuvage 1h/48°C, selon les expériences,
une diminution de la population bactérienne, de 0,5 U Log a 1,7 U Log, est observée
(Figure 50 d, e, ).

Au cours de cinétiques completes réalisées en condition dynamique de température
(procédés d’étuvage 4h/42°C, 1h/48°C, 1h/53°C), pour un stockage a 4°C, une destruction
bactérienne est, tout d’abord, observée pour toutes les expériences lors de I’étape d’étuvage
(Figure 50). Pendant le stockage, pour des conditions d’a,, et pH équivalentes a celles des
lardons du commerce, le nombre de bactéries augmente. A la date limite de consommation
des lardons, c'est-a-dire en moyenne 45 jours apres le début de I’expérience, I’accroissement
bactérien moyen par rapport a I’inoculum initial est de :

- 2,0 U Log, pour les expériences avec 1’étuvage 1h/53°C,

- 2,8 U Log, pour les expériences avec 1’étuvage 1h/48°C

- et2,7U Log, pour les expériences avec I’étuvage 4h/42°C.

En condition statique de température a 4°C, la population bactérienne, apres 45 jours de
stockage, est équivalente a la population mesurée en début d’expérience. En revanche,
lorsqu’un procédé d’étuvage a lieu, la population bactérienne, a la date limite de
consommation des lardons, est multipliée par deux ou trois U Log. Au cours du stockage, la
population bactérienne croit plus rapidement, lorsqu’elle a subi un traitement thermique
préalable. Par ailleurs, la latence préalable a la reprise de croissance apres destruction
thermique est négligeable, alors qu’en condition statique, pour des niveaux d’ay et de pH

équivalents, le temps de latence est compris entre 3,7 semaines et 6,4 semaines.
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(b) ay, 0,962 — pH 5,89 — 4h/42°C (c) ay 0,960 — pH 5,88 — 4h/42°C

(a) ay 0,960 — pH 5,89 — 4h/42°C
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Figure 50 : comparaison des cinétiques expérimentales et prédites en condition dynamique de température, avec un stockage a 4°C
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Résultats

La comparaison des cinétiques bactériennes expérimentales et prédites en condition
dynamique de température pour un stockage a 4°C, montre que :
- la destruction thermique au cours de 1’étuvage est :
0 correctement prédite, pour le procédé 1h/53°C,
O sous-estimée
* pour le procédé¢ 1h/48°C, de 0,4 — 0,5 ou 1,6 U Log, selon les
répétitions,
= pour le procédé 4h/42°C, de 0,8 U Log ;
- T’hypothése, selon laquelle la croissance aprés destruction thermique reprend sans
période de latence préalable, est correcte, méme lors du stockage a 4°C,
- lors du stockage, la concentration bactérienne est majoritairement sous-estimée par le
modele combiné. Pour I’expliquer, quatre hypothéses sont émises :

O la concentration bactérienne initiale en début d’étape de stockage est
sous-estimée. Cette hypotheses est réfutée : la concentration bactérienne
initiale pour le stockage correspond a la concentration prédite a la fin de
I’étape d’étuvage. La destruction thermique étant, soit correctement prédite,
soit sous-estimée, la valeur de la concentration prédite a la fin de 1’étuvage
est donc égale ou supérieure a celle observée ;

O la concentration bactérienne maximale (N,,,) est sous-estimée. La valeur
utilisée dans les modeéles primaires est égale a la moyenne des valeurs
mesurées pour les cinétiques complétes réalisées avec une température de
stockage de 20°C (8,2 U Log). Cette hypothése est réfutée au regard des
cinétiques présentées sur la Figure 50, qui attestent d’une valeur de N,
expérimentale proche de celle utilisée dans le modéle combiné ;

0 le temps de latence, avant reprise de croissance, est surestimé. Cette
hypothése est réfutée, car celui-ci est fixé a zéro dans le modele combing,
quels que soient I’étuvage et la valeur de pH et d’ay,;

0 la vitesse de croissance prédite est plus lente que celle observée. Le taux de
croissance est correctement prédit en condition statique a 4°C, mais au
regard de la Figure 50, la vitesse de croissance des bactéries, aprés un

procédé d’étuvage, est effectivement sous-estimée.
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Au cours de I’étude du comportement de Listeria lors d’un procédé d’étuvage, puis du
stockage a 4°C de I’aliment modele, nous avons mis en évidence :

- que le comportement de Listeria pour des conditions expérimentales identiques est tres

variable

- et que D’étape d’étuvage accéleére la vitesse de croissance de Listeria au cours du

stockage.

Comme ces deux observations ne sont pas prises en compte par le modele combiné,

celui-ci ne peut pas prédire pas correctement le développement de Listeria.
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Discussion et perspectives

Au cours de ce travail, nous nous sommes intéressés a 1’évolution d’une population de
L. monocytogenes, lors des différentes étapes du procédé de fabrication et du stockage des
lardons. Le procédé appliqué lors des expériences mime les étapes de saumurage (avec ajout
d’inhibiteurs), d’étuvage et de stockage. Ces étapes modifient les paramétres
physico-chimiques de la viande : concentration en NaCl, pourcentages d’inhibiteurs (sels
d’acides organiques ou fumée liquide), ay, pH, et température. Ce sont ces parametres
physico-chimiques qui influencent 1’évolution de la population de L. monocytogenes :
croissance, inhibition ou destruction. Nous avons ainsi montré que :

- la population de Listeria - en fin de période de stockage - n’est jamais détruite, méme
lorsque 1I’ay, le pH ou la température de stockage diminuent, ou lorsqu’un ou plusieurs
inhibiteurs sont ajoutés a I’aliment mod¢le ;

- méme si I’étape d’étuvage détruit une partie de la population,

0 le niveau de contamination, apres ¢tuvage et six jours de stockage a 20°C,
est identique a celui mesuré dans la condition témoin sans étuvage ;

0 le niveau de contamination apres 45 jours de stockage a 4°C, est supérieur
pour les expériences présentant un procédé d’étuvage par rapport aux
expériences réalisées dans la condition témoin.

L’ensemble des données expérimentales a servi au développement d’un modele de
prédiction de 1’évolution de Listeria, lors du procédé de fabrication et du stockage des
lardons. Ce mode¢le est constitué de deux modules :

- un module « microbiologique », qui décrit I’influence des parametres
physico-chimiques sur la population de Listeria. Ce module est lui-méme scindé en
deux sous-modules. Le premier s’intéresse a la croissance de Listeria, en prenant en
compte 1’ay, le pH, la température et la présence d’inhibiteur(s). Le second
sous-module s’intéresse a la destruction en fonction de la température ;

- un module « thermique », qui décrit I’évolution temporelle et spatiale de la température

dans 1’aliment.

Paramétres du modeéle combiné

Chaque module du modéle combiné est caractéris¢é par un ou plusieurs parametres
identifiés a ’aide des données expérimentales. La comparaison des valeurs des parametres des
modeles utilisées dans cette étude avec les données bibliographiques est limitée, car peu de
valeurs des parameétres du module microbiologique (taux optimal de croissance, K, pHpin® en

présence d’inhibiteur, concentration minimale inhibitrice, temps de réduction décimale a
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60°C, z’) et du module thermique (diffusivité thermique) ont ¢été mesurées pour
L. monocytogenes dans la viande.

Les valeurs optimisées du sous-module de croissance sont égales a 1,9 h™', pour le taux
optimal de croissance ([opt), €t 1,94, pour K. Augustin (1999) propose une valeur de piop pour
L. monocytogenes, dans les produits a base de viande, égale a 1,3 h'l, et une valeur de K,
¢égale a 2,14 (valeur spécifique de I’espece bactérienne, mais pas du substrat). Ces valeurs sont
proches de celles que nous avons obtenues. La différence entre les valeurs de pop peut
s’expliquer par le fait que celle proposée par Augustin est issue de données récoltées pour
différents produits a base de différentes viandes: beeuf, porc, volaille, viande hachée
contaminée en profondeur ou viande contaminée en surface.

La valeur de pHmin°(acide acétique) que nous avons obtenue (4,91) est proche de celle
proposée par Augustin (4,79). En revanche le pHmin°(acide lactique) optimisé a partir de nos
données expérimentales (5,33) est trés nettement supérieur a celui proposé par Augustin
(4,54), qui correspond a la valeur médiane de pHy,in°(acide lactique) obtenus pour différentes
souches de L.monocytogenes. Une des hypotheses, pouvant expliquer cette différence, est que
la souche bactérienne utilisée dans ce travail est plus sensible a 1’acide lactique que la
majorité des autres souches de L. monocytogenes.

La concentration minimale inhibitrice (CMI°) du lactate de sodium obtenue dans cette
étude, 892 mM, est dans le domaine de CMI, proposé par Houtsma et al. (1993) pour ce sel
d’acide; ce domaine se situe entre 804 et 982 mM. La CMI° proposée par Augustin pour le
sorbate de potassium (49,6 mM) est environ deux fois plus faible que la valeur optimisée a
partir de nos données (118 mM), laissant supposer que la souche que nous avons utilisée est
particulierement résistance a cet inhibiteur. Nous n’avons pas connaissance de travaux publiés
proposant pour Listeria un pHpix°(acide sorbique) ou une CMI® pour I’acétate de sodium et la
fumée liquide Enviro24.

La valeur optimisée, a partir de nos données expérimentales, du temps de réduction
décimale a 60°C (Dgo) est égale a deux minutes, et z’, a 7,4°C. En utilisant 78 données de la
littérature (ICMSF, 1996) obtenues pour L. monocytogenes, dans des produits a base de
viande, nous avons calculé une valeur de D¢y égale a 3,8 minutes, et un z’, de 7,7°C. Les
valeurs de z’ de notre étude ou issue de la littérature sont trés proches. La valeur de Dg
optimisée est plus faible que celle de la littérature, elle n’est cependant pas aberrante, car,
pour des produits a base de viande, nous avons répertori¢ des valeurs de D¢y comprises entre
1,1 et 16,7 minutes (ICMSF, 1996). Cette forte variabilité¢ s’explique par le fait que de

nombreux facteurs, listés dans le Chapitre étude bibliographique, influencent ce parameétre.
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Dans le module thermique, la diffusivité thermique (D;) de I’aliment modele a été
optimisée et une valeur de 9.10° m’.s™ a été obtenue. La diffusivité thermique des aliments
est influencée par de nombreux facteurs : teneur en eau et en gras, structure, température...
Entre 0 et 35°C, les valeurs de D; mesurées dans la viande de porc varient entre 5.10°% et
1.107 m%s™ (Morley, 1972). La valeur obtenue dans notre travail est plus faible, car, I’aliment

étant haché, 1’air situé entre les particules de viande ralentit le transfert de chaleur.

Inhibiteurs

En France, pour les produits a base de viande, 1’utilisation du lactate de sodium et de
I’acétate de sodium est gérée par la régle du quantum satis, c'est-a-dire qu’ils peuvent étre
ajoutés au produit jusqu’a obtenir I’effet désiré. Cependant, les contraintes technologiques et
organoleptiques limitent les concentrations auxquelles ils sont utilisés. En effet, ajoutés a des
concentrations trop élevées, les sels d’acides organiques abaissent fortement le pH de la
viande, ce qui réduit le rendement technologique (Durand, 1999) et conduit a des défauts de
golit non acceptables par les consommateurs. Dans notre étude, nous avons montré 1’effet
bactériostatique de I’acétate de sodium, du lactate de sodium et du sorbate de potassium, sur
Listeria dans I’aliment mod¢le. L’intensité de I’effet inhibiteur est fortement liée aux valeurs
de pH et d’a,. L’ action bactériostatique de la fumée liquide Enviro24 n’est observée qu’a bas
pH et basse ay, et a un fort pourcentage de 0,9%. En effet, ’action des fumées est associée a
leur pouvoir acidifiant (Sunen et al., 2001). Sunen (1998) a montré que 1’effet inhibiteur des
fumées était aussi li¢é a leur fraction phénolique. Nous avons testé 1’effet inhibiteur du
principal phénol présent dans de nombreuses fumées liquides, le guaiacol (Sunen et al.,
2001). Nous n’avons montré aucune action inhibitrice du guaiacol sur Listeria dans 1’aliment
modele, et confirmons ainsi, les résultats de Sunen et al. (2003) sur I’absence de corrélation
entre I’augmentation de la concentration en phénol et I’effet anti-Listeria.

Dans notre étude, la synergie de I’effet inhibiteur de deux sels d’acides organiques a
rarement été mise en évidence (trois conditions sur 27), et seulement, lorsque le pH et I’ay, ne
sont pas simultanément élevés. Les conditions sont alors proches de la frontiére entre les
domaines de croissance et de non croissance. Lorsque le pH est égal a 6,2 et I’a,, est égale a
0,97, I’effet inhibiteur observé correspond toujours a la seule action du sel d’acide en
concentration la plus forte. De nombreux auteurs ont montré une synergie des sels d’acides
organiques sur Listeria, dans des produits a base de viande, pour des pH compris entre 5,7 et
6,3, conservés a 4-5°C (Stekelenburg et Kant-Muermans, 2001 ; Mbandi et Shelef, 2002 ;

Jensen et al., 2003). En revanche, pour d’autres expériences réalisées a 4°C dans de la
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saucisse, du salami ou du jambon fumé, aucune synergie n’a été observée entre le diacétate de
sodium et le lactate de potassium (Seman ef al., 2002). L’ensemble de ces études montre qu’il
est nécessaire d’intégrer les interactions entre la température, le pH, I’a,, et la concentration en

inhibiteur, pour mieux expliquer les situations avec ou sans synergie entre deux sels d’acides.

Nous avons modélisé I'influence des inhibiteurs sur Listeria, en utilisant le modéle
d’Augustin (1999). Il prend en compte la concentration minimale inhibitrice de 1’inhibiteur et
le pH minimal de croissance de I’acide chlorhydrique. Nous avons montré que cette approche
n’était pas suffisante, car, pour chaque sel d’acide organique, il est nécessaire de tenir compte
de la nature de I’acide associé pour la détermination du pH minimal de croissance. Notre
approche se justifie, car le mode d’action de I’inhibiteur peut étre associé :

- a la concentration minimale inhibitrice, qui caractérise 1’action spécifique de
I’inhibiteur sur le métabolisme bactérien. Par exemple, le lactate de sodium inhibe la
voie de conversion de I’acide pyruvique en acide lactique (Houtsma ef al., 1994) ;

- au pH minimal de croissance, qui caractérise 1I’inhibition due a 1’acidification du milieu
et a la nature de I’acide. En effet, Rosso (1995) a montré que les pHy,in° différent selon
la nature de I’acide.

En optimisant simultanément la concentration minimale inhibitrice et le pH minimal de
croissance de chaque sel d’acide, le module « microbiologique » prédit correctement I’effet de
ces sels d’acides sur le développement de Listeria. Nous avons montré que pour modéliser
I’effet de deux sels d’acides organiques, il suffisait de prendre en compte I’inhibiteur ajouté a
la plus forte concentration. La fumée liquide est un mélange de composés phénoliques en
présence d’acide acétique. Nous avons mis en évidence qu’il suffisait d’identifier la
concentration minimale inhibitrice, et de prendre le pH minimal de croissance de 1’acide
acétique, pour prédire correctement 1’effet de la fumée liquide sur Listeria.

L’influence de I’étape de saumurage sur I’évolution de la population de Listeria peut étre
estimée par le module « microbiologique ». Ce module décrit I’influence du pH, de I’a,, et de
la concentration en inhibiteurs. Il a ét¢ développé dans des conditions constantes de

température.
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Procédés d’étuvage

Pour modéliser I’influence du procédé d’étuvage sur le développement de Listeria, deux

approches ont été envisagées :

- la premiére consistait a considérer le procédé d’étuvage comme une condition
pré-opératoire. La valeur du produit [, . lag = K] étant influencée par les conditions
pré-incubatoires (Augustin, 1999), il aurait été nécessaire de calculer une valeur de K
pour chaque procédé d’étuvage. Seule la croissance au cours du stockage aurait alors
été¢ prédite. Cette approche a ¢ét¢ abandonnée, car elle ne permettait pas de traiter
d’autres conditions d’étuvage, sans réaliser des expériences supplémentaires.

- la seconde, que nous avons développée, prend en compte le module
« microbiologique » décrit précédemment et le module « thermique». Ce dernier
permet de connaitre I’évolution de la température dans I’aliment modele. La valeur de
la température détermine alors, dans le module « microbiologique», le type
d’évolution de la population de Listeria (croissance ou destruction), et en conséquence,
le type de modele utilisé : modele de croissance ou modele de destruction.

Le module « thermique » peut étre utilisé¢, non seulement, pour prendre en compte

I’étuvage, mais aussi, le refroidissement, le stockage et le fumage de fagon intégrale.

De nombreux modeles de thermique ont été développés et validés dans divers aliments.
Ces modeles peuvent décrire I’ensemble des flux de chaleur (par conduction, par convection,
par rayonnement, par évaporation d’eau) correspondant aux échanges entre 1’air, le produit et
le support du produit. Cependant, pour des raisons de simplification, seuls un ou deux flux
sont souvent considérés.

Ainsi, Carciofi ef al (2002) ont modélisé les phénomenes de convection et de conduction
pour décrire 1’évolution de température, lors de la cuisson (70°C a cceur) de la mortadelle. Le
refroidissement du jambon aprées sa cuisson (de 74°C a cceur, jusqu’a 10°C) a été décrit par un
modele de conduction en trois dimensions (Wang et Sun, 2002).

Lorsque le produit est de forme simple, il est possible de ne considérer les flux que selon
deux, voire une dimension de I’espace. Dans notre étude, nous avons assimilé la plaque
d’aliment mode¢le a une plaque infinie, dans laquelle les transferts de chaleur s’effectuent
principalement suivant 1’épaisseur. L’aliment mod¢le étant conservé dans un sac fermé, sa
teneur en eau est constante (Annexe 1), et les transferts d’eau, négligeables. Cependant, des
transferts de maticre affectent les produits de charcuterie/salaison au cours de leur fabrication.

Ils interviennent essentiellement pendant les étapes de saumurage et d’é¢tuvage. Le module
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« thermique » pourrait étre complété par un module « matieére » intégrant la déformation de

I’aliment (Baucour, 2000).

Le module « thermique », développé dans cette étude, prédit correctement 1’évolution de la
température, au cours des étapes d’étuvage, de refroidissement et de stockage de 1’aliment.

Connaissant la température maximale de croissance de L. monocytogenes, le module
« thermique » détermine les domaines ou le module « microbiologique » fonctionne en
croissance ou en destruction.

L’étuvage est une étape complexe ou les deux situations, croissance et destruction, peuvent
se rencontrer successivement. Une analyse approfondie de la littérature montre que les
domaines de température (expérimentaux et prédits) de croissance et de destruction sont
disjoints. En effet, ils sont respectivement égaux a [0°C - 45°C] et [49°C - 82°C] ( ICMSF,
1996 ; Augustin, 1999 ; USDA-ARS-ERRC, 2005). Ainsi, il y a une incertitude sur
I’évolution de la population de Listeria dans la plage de température située entre les deux
domaines précédents. Or, cette plage de température est présente dans deux des trois étuvages
étudiés (1h/48°C et 1h/53°C), une premicre fois lors du chauffage et une seconde fois, lors du

refroidissement, ce qui pose probléme pour la prédiction.

Nous allons nous intéresser, dans un premier temps, a I’étuvage 4h/42°C, pour lequel une
destruction moyenne de 0,5 U Log a été mesurée. Celle-ci ne peut pas étre prédite par le
module « microbiologique », puisque la température du produit reste inférieure a la température
maximale de croissance de L. monocytogenes estimée par Augustin (1999) i.e. 45,5°C.

Deux hypothéses peuvent expliquer cette observation :

- nous avons pris, comme valeur de température maximale de croissance, la valeur

estimée par Augustin, a partir d’un grand nombre de données de la littérature sur
L. monocytogenes. Cependant, la température maximale de croissance semble varier
suivant les souches comme 1’ont montré Le Marc (2001) et le groupe méthodologie de
Sym’Previus. Ce dernier a trouvé une valeur de 43,4 °C pour L. monocytogenes 14, la
souche utilisée dans notre étude. Néanmoins, I’intégration de la variabilité de la
température maximale de croissance selon la souche n’est pas possible dans le modé¢le
secondaire d’ Augustin ;

- nous avons modifié¢ le modele d’Augustin, en ajoutant un terme d’interaction entre la

température maximale de croissance, le pH et 1’ay. La modification entraine un

abaissement de la température maximale de croissance : elle atteint environ 40°C, a pH
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5,0 et ay 0,93. Il serait nécessaire de valider cette hypothese, car la température
maximale de croissance s’approche, alors, de la température optimale de croissance.
Par ailleurs, les parameétres des modeles secondaires de microbiologie prévisionnelle
ont été optimisés en émettant I’hypothése qu’une destruction bactérienne a lieu lorsque
la température est supérieure ou égale a 45,5°C, et que le nombre de bactéries croit,
lorsque la température est inférieure a 45,5°C. Or, en faisant évoluer la température
maximale de croissance en fonction des valeurs de pH et d’ay, le domaine de
température :
0 pour lequel le modéle de destruction est utilis¢, peut étre plus étendu
et débuté a 40°C, au lieu de 45,5°C ;
0 pour lequel le modele de croissance est utilisé, peut tre moins étendu
(limite supérieure du domaine égale a 40°C, au lieu de 45,5°C).
Il faudrait donc optimiser de nouveau les paramétres des modeles de microbiologie, en

tenant compte de cette nouvelle hypothése.

Pendant I’étuvage 1h/48°C, la température prédite au centre de I’aliment modéle reste
supérieure a 45,5°C, durant 12 minutes, et une destruction moyenne de 0,4 U Log est
observée. Durant I’étuvage 1h/53°C, la température prédite a cceur de 1’aliment reste
supérieure a 45,5°C durant 28 minutes, ce qui entraine une destruction de 0,8 U Log, en
moyenne. Ce sont ces valeurs de destruction de la population bactérienne, a la fin de
I’étuvage, qui servent pour analyser les prédictions du modele de destruction. Ce dernier
prédit une décroissance de 0,1 U Log pour 1’étuvage 1h/48°C et de 0,8 U Log pour 1’étuvage
1h/53°C. Ensuite, lors de 1’étape de stockage, la température prédite a cceur du produit reste
encore supérieure a 45,5°C, durant cing minutes apres I’étuvage 1h/48°C, et neuf minutes,
apres 1’étuvage 1h/53°C. Le modele combiné tient compte de cette évolution.

Nous avons formulé précédemment une hypothése d’interaction entre la température
maximale de croissance, le pH et 1’a,,.. Dans ce cas, comme la température maximale de
croissance diminue pour certains pH et certaines ay, la période de destruction augmente.
Cependant, la valeur du temps de réduction décimale a 42°C étant estimée a neuf heures, la

qualité des prédictions pour les étuvages 1h/48°C et 1h/53°C n’est pas modifice.
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Procédé global (étuvage puis stockage)

Une étape de stockage suit la fabrication des lardons. Dans un premier temps, nous avons
considéré une température de stockage de 20°C. Les résultats montrent que les échantillons
ayant subi un des trois étuvages atteignent la méme population, aprés six jours de
conservation, que les échantillons non étuvés. Pourtant, une diminution de la population de
Listeria a été observée pendant les étuvages. Ainsi, le bénéfice de ce traitement thermique est
annulé a la fin de la période de stockage a 20°C. Dans un second temps, nous avons stocké les
¢échantillons a 4°C. Les vitesses de croissance de Listeria mesurées pour les expériences avec
les conditions d’étuvage 4h/42°C, 1h/48°C et 1h/53°C sont deux a trois fois plus rapides que
celles pour le témoin. De plus, le temps de latence est compris entre zéro et 100 heures pour
les trois procédés d’étuvage, alors qu’il est de 800 heures, en moyenne, pour la condition
témoin. En conséquence, apres 45 jours, durée moyenne de conservation des lardons a 4°C,
aucune augmentation de la population n’est observée pour les expériences témoin, alors
qu'une augmentation minimum de 2 U Log est mesurée pour les expériences, avec la
condition d’étuvage 1h/53°C, et de 3 U Log, dans les deux autres conditions d’étuvage. Ces
résultats doivent faire réfléchir sur la manicre dont les challenge-tests sont réalisés. En effet,
les challenge-tests procédé qui miment une contamination du produit au cours de son procédé,
ou les challenge-tests produit qui miment une contamination du produit fini, servent a
déterminer la date limite de consommation des aliments. Or, ils ne prennent pas (pour les
challenge-tests produit) ou pas toujours en compte (pour les challenge-tests procédé)
I’ensemble des étapes du procédé. Cette méthodologie peut conduire a une sous-estimation de
la population bactérienne, et a une surestimation, de la date limite de consommation de

I’aliment.

L’observation de croissances plus rapides aprés un traitement thermique, osmotique, ... a
déja été rapportée dans la littérature. Buchanan et Klawitter (1991) ont montré qu’a 5°C, dans
de la viande de beeuf, le taux maximal de croissance de Listeria est augmenté de 23%, lorsque
la bactérie est pré-incubée a 37°C, au lieu de 19°C. Pour des chocs thermiques, McKellar et
al. (1997) montrent que seules les bactéries les plus résistantes peuvent survivre au choc,
réparer les dommages et croitre a nouveau. La reprise de la croissance est due a une petite
fraction de I’inoculum d’origine, dont le taux maximal de croissance est plus ¢élevé que celui
de la population globale (McKellar, 1997). Cette hétérogénéité de la population bactérienne,
suite a des variations de conditions environnementales, a été soulignée par McMeekin et Ross

(1996). L’existence de différentes fractions d’'une méme population bactérienne, avec des
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sensibilités différentes a la température, a été modélisée dans le cas de destruction thermique
par Cerf (1977), cit¢ par Xiong et al (1999). D’autres auteurs font I’hypotheése que la
croissance plus rapide des bactéries aprés un choc thermique est due aux modifications
structurelles et chimiques de la matrice (Bailey et al (1987), Kim et al (1993), cités par James

et al (2000)).

Dans le module « microbiologique » nous avons supposé que, lors du refroidissement apres
étuvage, Listeria reprenait sa croissance, dés que la température devenait inférieure a la
température maximale de croissance, et ce, sans induction d’une période de latence. Les
données expérimentales, obtenues pour un stockage a 4°C et 20°C, nous permettent de
confirmer cette hypothese.

Pour les étuvages 4h/42°C et 1h/48°C suivis d’un stockage a 20°C, plus de 80% des
prédictions sont correctes, ou si elles sont incorrectes, sont non dangereuses. Les autres
prédictions (20% restantes) concernent des conditions de pH et d’ay, proches de la frontiere
entre les domaines de croissance et de non croissance. A proximité de cette frontiere, la
variabilité du comportement de Listeria augmente (Begot et al., 1997).

Pour I’é¢tuvage 1h/53°C suivi d’un stockage a 20°C, seulement 60% des prédictions sont
correctes ou non dangereuses. Les 40% restantes ne sont pas toujours liées a des conditions
proches de la frontiere. Aprés un choc thermique, seule une fraction de la population survit et
croit. Le taux maximal de croissance de ces bactéries est plus élevé que celui de la population
globale d’origine (McKellar, 1997), mais I’importance de cette fraction est dépendante de
I’intensité et de I’amplitude des chocs thermiques. Bellara et al. (1999) ont montré que les
bactéries acquierent une résistance au cours du chauffage et synthétisent des protéines de
chocs, si les vitesses de montée en température sont inférieures a deux degrés par minute.
Dans notre étude, la vitesse d’élévation de température a ceeur de 1’aliment modéele est plus
lente que deux degrés par minute, quel que soit le procédé d’étuvage. Plus on se rapproche de
la surface de I’aliment mode¢le et plus la vitesse d’élévation de température est rapide. A
1,25 mm de la surface, la vitesse d’élévation est supérieure a deux degrés par minute les
quatre a cinq premiéres minutes du traitement thermique. En fonction du procédé et de leur
localisation dans la plaque d’aliment mod¢le, les bactéries acquierent donc une résistance plus
ou moins forte au traitement thermique.

Pour améliorer les prédictions du modele combiné, il faudrait mieux intégrer 1’évolution de
la température (intensité¢ et amplitude), en tout point du produit, pour pouvoir évaluer la

fraction de la population ayant des potentialités de croissance différentes.
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Pour modéliser I’interface croissance/non croissance, Le Marc (2001) et Augustin (1999)
calculent la courbe d’iso-réponse pour laquelle le taux maximal de croissance est égal a zéro.
Dans notre étude, pour prendre en compte, a la fois, le taux maximal de croissance et le temps
de latence, nous avons calculé la courbe correspondant a un accroissement de 1,0 U Log pour
définir la frontiére croissance/non croissance. En effet, cette approche ne permet pas de tenir
compte de la variabilité au voisinage de I’interface croissance/non croissance et il faudrait
I’aborder par des modéles probabilistes (Koutsoumanis et al., 2004). Cependant, cette
technique demande un grand nombre de données expérimentales, difficiles a obtenir dans les
matrices alimentaires. De plus, I’intégration d’un module « probabiliste », avec le module
« thermique » et le module « microbiologique de croissance et destruction » n’est pas simple

et pose a priori des problémes d’analyse numérique.

L’abaissement de la température de stockage de 20 a 4°C permet de ralentir la croissance
de Listeria pour les expériences témoin, sans €étuvage. Le taux maximal de croissance est
correctement prédit par le modele d’Augustin, alors que le temps de latence est surestimé. En
effet, a 4°C, pour un pH de 5,9, le produit [y, . lag] augmente avec 1’a,, : il est inférieur a
deux, lorsque 1’ay, est de 0,958 (donc proche de la valeur de K calculée a 20°C), et supérieur a
huit a a, 0,966. Ce domaine d’a,/pH est proche de la frontiere entre les domaines de
croissance et de non croissance, et de nombreux auteurs ont montré que I’hypothese
[Umax - lag = K] n’était pas vérifiée, lorsque 1’on s’approche de cette limite (Robinson et al.,
1998 ; Delignette-Muller, 1998 ; Desnier-Lebert, 2004). Cependant, alors que Robinson et al
(1998) observent une augmentation du produit [m. . lag ] lorsque I’ay, diminue, nous
observons une augmentation de ce produit, lorsque I’a,, augmente de 0,958 a 0,966. Le
produit [, . lag] étant interprété comme le travail que les bactéries doivent accomplir avant
d’entrer en division (Robinson et al., 1998), il est inattendu qu’il augmente, lorsque 1’on se
rapproche des conditions optimales de croissance. C’est pourquoi d’autres données
expérimentales doivent étre obtenues avant de valider le modele que nous avons proposé pour
prédire le temps de latence a 4°C.

Dans les trois conditions d’étuvage étudiées et pour un stockage a 4°C, le modele
sous-estime la croissance de Listeria. Lors du stockage a 20°C, seul I’étuvage 1h/53°C pose
problémes au niveau des prédictions. En stockant & 4°C, c’est-a-dire en amplifiant I’intensité
et I’amplitude du refroidissement, les trois conditions d’étuvage sont mal prédites. De ce fait,
les hypothéses concernant la présence de fraction de population ayant des potentialités de

croissance différente semblent se confirmer.
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L’ approche que nous avons développée pour prendre en compte 1’étuvage ne permet pas de
prédire tous les comportements observés. Il n’en reste pas moins que c’est un outil de
simulation utile pour déterminer 1’influence d’une modification de procédé (abaissement de la
température, ajout d’un inhibiteur ...) sur la durée de conservation des lardons. Nous avons
appliqué notre modéle combiné, pour calculer la limite autorisée de 100 UFC.g" de Listeria
dans les lardons a la date limite de consommation (DLC), en considérant une contamination
initiale de 1 UFC.g"". La Figure 51 donne la frontiére 100 UFC.g" pour quatre situations. Le
domaine situ¢ en dessous de cette frontiére correspond a un produit dont la contamination
reste inférieure a 100 UFC.g". A D’opposé, le domaine situé¢ au-dessus correspond & un
produit, dont la contamination est supérieure a 100 UFC.g™.

Par rapport au domaine d’a,, et de pH des lardons du commerce, 1’ajout de 0,3% d’acétate
de sodium, combiné a un stockage a 4°C, permet de garantir un produit ayant, a sa DLC,

moins de 100 UFC.g" de Listeria.

Domaine d'a,/pH des
lardons du commerce

. Stockage 4°C
+ 0,3 % NaA

—Stockage 4°C

Stockage 20°C
¥ +0,3% NaA

AN
Stockage 20°C

Figure 51 : évolution de la limite prédite pour laquelle la population de L. monocytogenes est
égale a 100 UFC.g" (contamination initiale égale a 1 UFC.g”), en fonction de la température
de stockage et de la présence d’acétate de sodium (NaA), en condition statique de
température

La limite prédite a 20°C est calculée a I’issue de sept jours de stockage,
La limite prédite a 4°C est calculée a 1’issue de 45 jours de stockage (durée de conservation moyenne
des lardons)
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Au cours de ce travail de thése, nous avons étudi¢ le comportement de Listeria, lors du
procédé de fabrication et du stockage de lardons. Pour cela, nous avons reproduit les
principales étapes du procédé, en simulant une contamination de la matiére premicre en début
de procédé, et travaillé avec un aliment modeéle, i.e. de la viande de porc hachée. Nous avons
abord¢ le probléme selon deux angles : un angle « expérimental » afin de disposer d’une base
de données, et un angle « modélisation» pour développer un modele prédictif du

comportement de Listeria.

Nous nous sommes intéressés a 1’influence de paramétres physique (température) ou
chimiques (ay, pH, présence d’inhibiteurs) sur la croissance, I’inhibition ou la destruction de
Listeria dans de la viande de porc ionisée, préalablement hachée. Nous avons mis en place
différents plans factoriels et vérifi¢ que :

- le pH et I’ay, influencent la croissance de Listeria : quand ces deux parameétres baissent,

la croissance de Listeria est ralentie et la latence est plus longue,

- cette influence est d’autant plus forte que I’on s’approche des conditions limites de

croissance, ou I’existence d’interactions entre le pH et I’a,, a ét€¢ mise en évidence.

De méme, nous avons mis en évidence 1’effet inhibiteur de trois sels d’acides organiques
(acétate de sodium, lactate de sodium et sorbate de potassium), et d’'une fumée liquide, sur le
développement de Listeria : la croissance est d’autant plus ralentie que la concentration en
inhibiteur est forte, et que le pH et I’ay, sont bas. Toutefois, aucune destruction de Listeria n’a
été obtenue, méme aux concentrations les plus élevées. L’ajout simultané de deux sels
d’acides s’est rarement traduit par une synergie d’effet, et seulement, lorsque le pH et I’ay, ne
sont pas conjointement ¢élevés.

Enfin, nous nous sommes intéressés a I’évolution de la température du produit, lors de
I’étuvage et du stockage, et a son influence sur le développement de Listeria. Nous avons
observé que I’étape d’étuvage pouvait entrainer une destruction partielle de la population de

Listeria. Cependant, cette destruction est compensée en totalité par la suite, lors du stockage.
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Nous avons abordé la modélisation du procédé¢ de fabrication des lardons en nous imposant

deux contraintes, a savoir :

que le modéle combiné puisse représenter tous les procédés d’étuvage actuels et futurs
(modification de I’amplitude et de I’intensité de la variation de température, durée de
I’opération), sans avoir a identifier un ou plusieurs parametres caractéristiques

et que le modele soit développé avec des outils simples de modélisation (macros sous

Excel), afin de pouvoir le distribuer aisément aupres des professionnels de la fili¢re.

Ces contraintes se sont traduites par des simplifications, parfois importantes, du module

« thermique ».

L’approche suivie combine, donc, un module « microbiologique » qui décrit la croissance

ou la destruction de Listeria en fonction de parameétres physico-chimiques étudiés

précédemment, et un module « thermique », qui prédit 1I’évolution spatiale et temporelle de la

température dans 1’aliment.

Le module « microbiologique » comporte deux sous-modules qui permettent de distinguer

deux comportements de Listeria :

le sous-module « croissance » utilise le modéle primaire de Rosso et al. (modele
logistique avec délai et rupture, 1996), et le modele secondaire de Rosso, complété par
Augustin (1999), en intégrant 1’effet des inhibiteurs et I’existence d’interactions entre
facteurs. Ce sous-module prédit correctement I’évolution de contamination de Listeria
dans une mélée de viande de porc a 20°C, en fonction du pH, de I’a,, et de la présence
d’un inhibiteur. En présence de deux sels d’acides organiques, dans la gamme de
concentration testée, seul I’inhibiteur ajouté a la plus forte concentration doit étre pris
en compte pour la modélisation.

De plus, la frontiére entre les domaines de croissance et d’absence de croissance est
correctement prédite.

Lorsque la température de stockage est de 4°C (en I’absence d’étuvage), le taux
maximal de croissance est bien prédit par le modéle secondaire. La valeur du temps de
latence ne peut étre déduite de sa relation de proportionnalité avec le taux maximal de
croissance.

le sous-module « destruction » utilise les modeles classiques, avec les paramétres de
thermodestruction Dy et z’. La destruction de Listeria observée lors des procédés

d’étuvage est correctement prédite.
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Le module «thermique » décrit la conduction de la chaleur par la loi de Fourier, en
considérant que les phénoménes de transferts s’effectuent essentiellement dans I’épaisseur du
produit. Pour tenir compte de la deuxiéme contrainte évoquée précédemment, nous avons
découpé le produit en sections d’épaisseur égale et considéré que la température était
constante a Dintérieur de celles-ci. Le module « thermique » donne des prédictions
satisfaisantes de I’évolution de température de 1’aliment modele, pour les trois procédés
d’étuvages testés et les deux températures de stockage. L’avantage de ce module est de
pouvoir simuler tout autre procédé d’étuvage : modification de la durée ou de la température
du procédé, de la vitesse de montée et de descente en température.

La combinaison des deux modules donne des prédictions raisonnables de 1’évolution de
contamination de Listeria, au cours du procédé de fabrication des lardons et de leur stockage,
en fonction du procédé d’étuvage appliqué, de la formulation de la saumure (ay, pH, nature(s)
et concentration(s) en inhibiteur(s)) et de la température de stockage. Le modele ne donne pas
de prédictions satisfaisantes dans le cas d’un étuvage suivi d’un stockage a 4°C. Les
prédictions pourraient étre améliorées, en tenant compte du fait que le traitement thermique
sélectionne une fraction de la population bactérienne ayant des potentialités de croissance
différentes de celles de la population initialement présente dans 1’aliment modele. Le modele
combiné prédit enfin correctement la frontiére entre les domaines de croissance et d’absence
de croissance de Listeria. 1l peut également étre utilisé pour simuler la fronticre, pour laquelle
la concentration en Listeria est égale a 100 UFC.g", a la date limite de consommation du

produit.

Ce travail est une étape dans la mise au point de modéles combinés, prenant en compte
I’évolution des paramétres physico-chimiques d’un aliment, lors de sa fabrication ou de son
stockage. Plusieurs voies existent, afin d’améliorer les prédictions de notre modéle ou pour
prendre en compte d’autres paramétres caractérisant le procédé, la formulation ou le produit :

- 1l faudrait caractériser les évolutions du produit (en termes de structure et de
disponibilité des nutriments), au cours d’un traitement thermique, afin d’expliquer le
comportement de Listeria, lors d’un procédé comportant un étuvage 1h/53°C ;

- 1l serait intéressant de décrire et modéliser le comportement de Listeria en présence
d’autres bactéries. En effet, la viande utilisée dans cette étude a été ionisée pour
s’affranchir des interactions entre Listeria et la flore naturellement présente,
principalement, la flore lactique (Sabia et al., 2003). Or, les bactéries lactiques

modifient le milieu, en 1’acidifiant, et en produisant des bactériocines (Duffes et al.,
1999) ;
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- la prise en compte des inhibiteurs dans le modele devrait étre étendue aux nitrites et
aux nitrates, ingrédients de base utilisés en salaison (Durand, 1999). Le nitrite modifie
le potentiel d’oxydoréduction qui influence le développement bactérien (Ouvry et al.,
2002). 11 serait nécessaire de modéliser I’effet du nitrite sur la croissance de Listeria, en
tenant compte de son action sur le potentiel d’oxydoréduction ;

- 1l serait souhaitable de passer de 1’aliment mod¢le (viande de porc hachée) au produit
réel (le lardon). Cependant, une telle démarche se traduirait par une complexification
du modele, car il faudrait prendre en compte :

- que lors du procédé, un séchage a lieu en surface du produit, ce qui modifie
localement 1’a,, et entraine une déformation de ce dernier,
- d’autres transferts de chaleur (convection, rayonnement et évaporation).

- les transferts de matiére qui peuvent influencer le comportement de Listeria ne se
limitent pas aux transferts d’eau. Il faudrait ainsi s’intéresser aux transferts de sel dans
la matrice alimentaire, au cours du procédé de fabrication et du stockage, sans oublier
le cas des inhibiteurs ;

- il serait indispensable d’améliorer notre connaissance du comportement de Listeria
pour des situations rencontrées dans le procédé de fabrication des lardons : réponse a
un choc (thermique, osmotique et acide), notamment en terme de physiologie,

comportement de part et d’autre de la température maximale de croissance.

Notre travail a permis de répondre en grande partie a la question initiale « quel est le
comportement de Listeria lors du procédé de fabrication des lardons et lors du stockage avant
consommation ? ». Le modele combiné que nous avons mis au point répond aussi aux deux
contraintes imposées : représentation des étuvages présents ou futurs et outil simple a
transférer. Cet outil est, dés a présent, utilisable pour prédire les fronti¢res entre les domaines
de croissance et d’absence de croissance, et pour aider a la détermination des dates limite de
consommation des produits de charcuterie/salaison, en cas de modification du procédé de

fabrication.
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Annexes

Annexe 1

Rapport d’analyses du CTSCCYV : viande de porc hachée ionisée

Analyse Méthode Résultat Résultat apres Unité*
avant étuvage | étuvage 1h/53°C

Humidité NF V04-401 74,1 +£0,7 75,7+0,7 %
Matiére grasse libre NF V04-403 22+1,1 1,6 £1,1 %
Protéines NF V04-407 226+1,1 21,4 +1,1 %
Phosphore total méthode interne 07-03-05 0,53 0,53 %
Collagéne NF V04-415 0,9+0,7 0,7+0,7 %
Sucres solubles totaux flux continu 0,25 0,25 %
Glucides totaux flux continu 0,25 0,25 %

Nitrites NF V04-409 automatisée 7 7 mg.kg'l

Nitrates NF V04-410 modifiée et automatisée 0 0 mg.kg'l
Chlorures ISO 1841-2 1996 modifiée 0 0 %
Cendres NF V04-404 1,11+0,14 1,13+0,14 %

-1 . , e e,
* % oumg.kg™ de viande de porc hachée ionisée
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Annexe 2

Rapport d’Analyse du CTSCCYV : fumée liquide Enviro24

Phénols totaux : 1,6 g.100g™

Répartition des phénols (dosage par micro extraction en phase solide)

Composé Moyenne (% de phénols totaux) Ecart-type
4-éthyl-guaiacol 15,18 0,65
guaiacol 16,70 0,11
4-méthyl-guaiacol 6,15 0,15
phénol, o-crésol 45,54 1,17
p-crésol 10,78 0,11
m-crésol 0,00 0,00
eugénol 3,16 0,43
syringol 2,04 0,19
isoeugénol 0,21 0,03
acétosyringone 0,07 0,00
vanilline 0,13 0,01
acétovanillone 0,03 0,00

Les analyses ont été doublées
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Annexe 3

Protocole de préculture adapté du protocole proposée par
SYM’PREVIUS pour obtenir une population bactérienne de L.
monocytogenes

en phase stationnaire (Leporq, 2001)

1. Ensemencer 10 ml de BHI, conservé a température ambiante, avec une cryobille
2. Incuber au bain-marie agité (150 rpm), a 37°C, pendant 16 heures

0 préculture n°® 1, concentration ~ 10° UFC.ml™

3. Réaliser une dilution au 1/10°™ de la préculture n°l, prélever 60 pl et ensemencer

10 ml de BHI

4. Incuber au bain marie agité (150 rpm), a 37°C, pendant 8 heures.

0 préculture n® 2, concentration ~ 10° UFC.ml"

5. Réaliser une dilution au 1/10 000°™ de la préculture n°2, prélever 80 pl et ensemencer

10 ml de BHI

6.  Incuber au bain marie agité (150 rpm), a 37°C, pendant 16 heures

O préculture n°3, en phase stationnaire depuis trois a quatre heures,

concentration = 10° UFC.ml!
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Annexe 4 : Table de Fisher, o’ = 0,005

n’- p,

Pa-Pov
1 2 3 4 5 ] 7 8 9 10 15 20 30 50 100 200500 o

1 161 200 21¢ 225 230 234 237 239 241 242 246 248 250 252 253 254 254 254

2 18,5 19,0 19,2 19,2193 193 194 194194 194 194 194195 19,5 19,5 19,5 19,5 19,5

3 10,1 955 928 9,12 901 2,94 8,80 8,85 8 81 8,79 8,70 8,66 8,62 8,58 8,55 8,54 8,53 8,53

4 7,71 6,94 6,59 6,39 6,26 6,16 6,09 ¢,04 6,00 5,96 5,86 5,80 5,75 5,70 5,60 5.65 5,64 5,63

E 6,61 579 541 519 505 495 4 88 4,82 477 4,74 4,62 456 450 444 441 4,39 437 437

[ 5,99 514 4,76 4,53 439 4,28 421 415 4,10 4,06 3,04 3,87 3,81 3,75 3,71 3,69 3,68 3,67

7 5,59474 435 412 397 3,87 3,79 3,73 1,68 3,64 3,51 3,44 338 3,32 3,27 3,25 3,24 323

8 5,32 4,46 4,07 3,84 3,69 3,58 3,50 3,44 3,39 3,35 3,22 315 3,08 3,02 2,97 2,85 294 293

9 5,12 4,26 3,86 3,63 348 3,37 3,29 3,23 3,18 3,14 3,01 2,94 2,86 2,80 2,76 2,732,772 271

10 4,96 4,10 3,71 3,48 333 3,22 3,14 3,07 3,02 2,98 2,85 2,77 2,70 2,64 2,59 2,56 2,55 2,54
11 4,84 398 3,59 3,36 3,20 3,09 3,01 2,95 2,90 2,85 2,72 2,65 2,57 2,51 2,46 2,43 2,42 2 40
12 475389 349 326311 3,00 291 285280 2,75 2,62 254247 240 235 2,32 2,31 2,30
13 4,67 381 3,41 3,18 3,03 2,92 283 2,77 2,71 2,67 2,53 2,46 2,38 2,31 226 2,23 222 2121
14 460374 334 3112096 2,85 2,76 2,70 2,65 2,60 2,46 2,39 231 2,24 219 2,16 2,14 2,13
15 454368 3,20 306 2,90 279 271 2,64 2 59 254 2,40 2,33 225 218 2,12 2,10 2,08 2,07
le 4,49 363 3,24 3,01 2,85 2,74 2,66 2,59 2,54 2,49 2,35 2,28 2,19 2,12 2,07 2,04 202 2,01
17 4,45359 320 2,96 2,81 2,70 2,61 2,55 249 2 45 2,31 2,23 215 2,08 2,02 1,99 197 196
18 4,41 355316 283277 2,66 2,58 251 246 2,41 2,27 219211 204 1,98 1,85 1,83 1,82
19 438352 313290274 2,63 2,54 2. 48 2,42 2,38 2,23 2,16 2,07 2,00 1,94 1,91 1,89 1,88
20 4,35349 310 2,87 2,71 2,60 251 24523 2,20 2,12 2,04 1,97 1,91 1,88 1,86 1,84
22 430344 305 2,82 2,66 2,55 2,46 2,40 2 34 230 2,15 207198 1,91 1,85 1,82 1,80 1,78
24 426340 301 278 262 2,51 2,42 236 2,30 2,25 2,11 203 1,94 1,86 1,80 1,77 1,75 1,73
26 4,23 337 208 2,74 259 247 239 232227 222 2,07 1,99 190 1,82 1,76 1,73 1,71 1,69
28 4,203,34 2,95 2,71 2,56 2,45 2,36 2,29 2,24 2,19 204 1,96 1,87 1,79 1,73 1,69 1,67 1,65
30 417332 202 269 253 2,42 233 2272721 2,16 201193184 176 1,70 1,66 1,64 1,62
40 4,08 3,23 2,84 2,61 2,45 2,34 225 2,18 2,12 2,08 1,92 1,84 1,74 1,66 1,59 1,55 1,53 1,51
50 4,03 318 279 256 2,40 2,29 220 2,13 207 2,03 1,87 1,78 1,69 1,60 1,52 148 1,46 1,44
60 400315276 2,53 237 2,25 2,17 2,10 2,04 1,99 1,84 1,75 1,65 1,56 1,48 1,44 1,41 1,39
80 396311 2722492733 2,21 2,13 2,06 2,00 1,95 1,79 1,70 1,60 1,51 1,43 1,38 1,35 1,32
100 3,94 309 270 246 2,31 2,19 210 203 1,97 1,93 1,77 1,68 1,57 1,48 1,39 1,34 1,31 1,28
200 3,89 304 2,65 242226 2,14 206 1,98 1,93 1,88 1,72 1,62 1,52 1,41 1,32 1,26 1,22 1,19
500 386301 2622392723 2,12 203 1,96 1,90 1,85 169159148 1,38 1,28 1,21 1,16 1,11
3,84 3,00 2,60 2,37 2,21 2,10 2,01 1,94 1,88 1,83 1,67 1,57 1,46 1,35 1,24 1,17 1,11 1,00
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Growth rate and growth probability of Listeria monocytogenes
in dairy, meat and seafood products in suboptimal conditions
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ABSTRACT

J.-C. AUGUSTIN, V. ZULIANI, M. CORNU AND L. GUILLIER. 2005.

Aims: To evaluate the performances of models predicting the growth rate or the growth probability of Listeria
manocytogenes in food.

Methods and Results: Cardinal and square root type models including or not interactions between environmental
factors and probability models were evaluated for their ability to describe the behaviour of L. monscytogenes in
liquid dairy products, cheese, meat and seafood products. Models excluding mteractions seemed sufficient to predict
the growth rate of L. monocytogenes. However, the accurate prediction of growth/no-growth limits needed to take
interactions into account. A complete and a simplified form (preservanves deducted) of a new cardinal model
including mnteractions and parameter values were suggested to predict confidence limits for the growth rate of
L. monocytogenes in food. This model could also be used for the growth probability prediction.

Conclusions: The new cardinal model mcluding interactions was efficient to predict confidence limits for the
growth rate of L. monscytogenes and its growth probability in hiquid dairy products, meat and scalood products. In

cheese, the model was efficient o predict the absence of growth of the pathogen.

Significance and Impact of the Study: The suggested model can be used for risk assessment and risk

management concerning L. monocytogenes in dairy, meat and seafood products.

Keywords: dairy products, growth rate, growth/no-growth mterface, Listeria monocytogenes, meat products,

seafood products.

INTRODUCTION

MNumerus predictive models have been proposed these last
decades to describe the growth rate and the growth
boundaries of micro-organisms (see Ross and Dalgaard
2004 for a review). Many of them were specifically
developed for Listeria suonocytogenes in broth and tend thus
to provide conservative predictions in food. These fail-safe
maodels give a margin of safery which can be unacceprable for
many food applications (Brocklehurst 2004). An altemartive

Covepoiideiiee 1o Tasr-Christophe Augircria, Eole Nativale Viririvasive £ Ao,
7, avenwe du Géneral de Gaull F-04704 Magons-Alfors, Frane
(e-manl: jramgpustin(Toer-alfirs ).

@ 2005 The Society for Applied Microbiology

approach is to develop models directly in food (Duffy e al
1994} or to use data obtained in food by challenge testing
(Anon 2001, 2003, 2004; Pinon ¢ ol 2004). These predic-
rons are generally good but they are food and processes
specific. Therefore, it would be more artractive to improve
and validate existing models for a more general applicability
but it is difficult for users to know the confidence they can
have in a model prediction for a specified food (Delignetre-
Muller ¢t al. 1995). Validation studies of proposed models
were published (re Giffel and Zwietering 19%9; Devlieghere
et al. 2000; Giménez and Dalgaard 2004) but the extent of
the model validations are somewhat uncerrain because these
studies included few food data or were restricted to a limited
range of growth conditions.
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te Giffel and Zwietering (1999) have shown that models
excluding interactions between environmental factors were
in many cases sufficiently accurate to predict the growth rate
of L. menocytogenes in food. To increase the performance of
these models near the growth/no-growth interface of L.
manocytogenes, modifications of these models have been
proposed to take into account interactions between envi-
ronmental factors (Augustin and Carlier 2000b; Le Marc
et al. 2002). In parallel, probability models have been
proposed to describe the growth probability of L. monocy-
togenes (Tienungoon et al. 2000, Koutsoumanis ef af. 2004)
in microbiological media. It seems therefore essential to
study the performance of predictive models in food with
large data sets in order to specify to the users the confidence
they can have in the predictions.

The aim of the present study was to study the perform-
ance of three type of models to predict the growth rate and/
or the growth probability of L. monoecytogenes in dairy, meat
and seafood products in suboptimal conditions. These three
types of models were: standard secondary models, secondary
models including interactions between environmental fac-
tors, and probability models describing the growth probab-
ity of L. monocytogenes.

MATERIALS AND METHODS
Growth data of L. monocytogenes

Growth data of L. menocytogenes in liquid microbiological
media, liquid dairy products (milk, whey, cream), cheeses,
meat products (beef, pork, chicken, turkey meats, deli
meats) and seafood products (cold-smoked salmon, cold-
smoked trout, marinated herring, cod, crawfish, trama)
were collected from published articles and from unpublished

data (Table 1).

Growth rates. Maximum specific growth rates were esti-
mated from published viable counts growth kinetics or were
directly obrained in papers.

Maximum specific growth rates, fhna (h_l}l, estimated
from published growth kinetics were obtained by fitting the
logistic with delay growth model (Kono 1968; Broughall
et al. 1983; Rosso e al. 1996; Augustin and Carlier 2000a;
Pinon ef al. 2004). Differences between estimations were
often observed depending on the primary growth model
used (Augustun and Carlier 2000a; McKellar and Lu 2004).
The published growth rates were then corrected according
to the primary model used to estimate them. As the logistic
with delay growth model was chosen as the reference one,
the maximum specific growth rates estimated with the
Gompertz, logistic, Baranyi, and log-linear models were
multiphed by the factors 0084, 0-86, 0-97 and 100 respect-
ively (Augustn and Carlier 2000a). A total of 5388 growth

rates were obtained from 26 swdies in microbiological
media, 196 were obtained in liquid dairy products from 15
studies, 140 were obtained in cheeses from five studies, 306
were obtained m meat products from 17 studies, and 80 were
obtained in scafood products from six studies.

Growth/no-growth dafa. Growth/no-growth data  ob-
tained by viable counts or by optical density were obtained
from the literature. For these data, the following informa-
ton was collected: the way to define the growth or the
no-growth and the duration of the experimental period.
When this information was not available, we assumed that
the growth corresponded to ar least, a doubling of the initial
bacterial concentration within 30 days.

A total of 2724 growth/ no-growth data were obtained in
microbiological media from 39 studies, 196 were obtained
in liguid dairy products from 15 studies, 144 were
obtained in cheeses from five studies, 324 were obtained in
meat products from 17 studies, and 80 were obtained in
seafood products from six studies.

Environmental factors. The following factors were noti-
fied for each growth data: temperature, pH, main acad
present in the medium, water activity, concentration of
sodium nitrite, concentration of phenol, and proportion of
CO; in the modified ammosphere. We considered that the
main acid in food products was lactic acid. Products
containing intentionally added acid salts were not included
in the present study.

When the water activity (a,,) was not reported by the
authors, it was estimated using the concentration of NaCl
and the moisture of the food product according to the
following  equation  (Resnik  and  Chinife  1988):
ay = 1 = 0-0052471WPS = 000012206WPS?, where WPS
is the water phase salt in %, Le. WPS = 100 x %NaCl/
(Yomorsture + %NaCl) with NaCl being the NaCl concen-
tration (w/v).

The undissociated sodium nitrite  concentration, nit
(prmol I_l), was caloulated wsing the following  equa-
ton (Dufly er al  1994); nit = (mitrite x 1000/69-01)/
(lﬂnH —3T 1), where nitrite is the concentration of total
sodium nitrite (mg kg_l}.

Although the inhibitory effect of COy was mainly due to
the concentration of CO, dissolved into the water phase of
foods, we used the proportion of CO, present in the gas
mixtures of modified ammosphere packages. Indeed, the
dissolved CO; concentration depending greatly on the gas/
product ratio (Devlieghere ef al. 1998), it was not possible to
accurately estimate these concentrations without informa-
tion about these ratios so we used the proportion of CO,,
which was a simpler but certainly less accurate parameter.
For vacuum packaging, the proportion was set to 03

(Beumer ef al. 1996).

© 2005 The Society for Applied Microbiolagy, Journal of Applied Microbiology, doi:10.1111/]. 1365-2672.2005.02710.x

188



Publications, articles et communications

GROWTH OF L. MONOCYTOGENES IN FOOD 3

Table 1 Growth/no-growth dats wsed in the study for the performance evaluation of models describing the behaviour of Listeria manscytagenes in
microbiological media and foods

Products References Mo, growth rates Ma. growth/no—growth data
Liguid microbiological media El-Shenawy and Marth (19882 b) 14 12
George et al. {1988) 1] 80
Ahamad and Marth | 1989) 6 2
Buchanan e sl (1989, Buchaman and Klawitter { 1990, 141 66
Buchanan and Phillips { 1990
Farber et all (1989, 1992) 86
Katoh (1989) 12 4
Petran and Zottola { 19589) 9
Sarrells e al {195%) 0 X
Cole et al {1990) 0 18
Conner er al. (19%0) 0 i
Walker er al (1990) 6 1
Hart et al {19%1) i 2
MeClure er all (1991) 0 993
Tapia de Daza et al {(1991) 0 H
Miller {19%2) 9 4
Maolan e af {1992) 1] i
Duh and Schaffner {1%93) 8 4
(bh and Marshall {1%93) 6 5
Brocklehurst or ol (1995) 3 2
Bajard ef al {1996) 20 2
Farber et al (1996) 43 41
Patchett er al. {1996) 2 1
Fernandez et al. (1997) 17 n
McKellar et al (1997) k] In
Membre e sl {1997) 13 . ]
Robinson er al (1998) 25 7
Tienungoon et al. | 2000 0 a0
Devlieghere er all (2001) 0 45
Le Marc (2001), Le Marc er al. (2002) 2 85
Pin et al (2001) 19 g )
Koutsoumaniz o af {2004) 1] 182
Usttendacle er al. (2004) 2 2z
J.C. Augustin, unpublished data 103 72
Liquid dairy products Dioninelly and Briges ( 1986) 26 26
Rosenow and Marth {1957a,b) n 0
Marshall and Schmidt (1988) 19 19
Ryser and Marth [ 1988) 21 21
Schaack and Marth {1958) 14 14
Papageorgion and Marth {198%93) 16 16
Pearson and Marth {1%#0) 12 2
Walker et all (1990) 12 12
Buchanan and Klawitter {1991) 2 2
El-Gazzar er al. (1991) 12 1z
Wang and Johnson (1992) 5 5
Zapico ot al. {1993) 6 [
Bajard {1996) 12 12
Murphy et al. {1996) 9 9
Cheese Ryser and Marth (1987, 1989) 16 n
Gienigeorgis o al (1991) 121 121
Abdalla er al (1993) 2 2
P. Garry, personal communication | 1

@ 2006 The Saciaty for Applied Microbiology, Journal of Appled Merabiology, doi:10.1111/].1365-2672.2005.02710.x
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Table 1 Contirued

Products References Mo, growth rates  No. growth/no-growth dat

Meat products Kaya and Schmidt {198%) i 3
Gran and Vanderlinde {1990, 1992, 1993) B8 ]
Chen and Shelef {1992) 8 8
Grant ef ol {1993) 8 B
Hudson and Mott {1993c), Hudson e al [1994) 8 B
Schlyter er all (1993) | 1
Duffy et al {19M4) 51 1]
Gireer and Dilts [ 19%5) 2 2
Dykes (2003) o] o]
Stekelenburg (2003) | 1
Membre et all (2004) 5 5
Barmpalia et al (2005) 2 2
Zuliani er al. (2003) (2] [
1. Augustin, unpublished data and P. Garry, personal communication 41 59

Scafood products Peterson o¢ afl {1993) 21 21
Pelroy er al (1994) (0] In
Gimenez and Dalgard (2004) 5 5
Cornn et @l (2003) and H. Bergis and M. Cormu, personal communication 44 H

Growth models

Growth rate models. The evaluated growth rate models
were on the general form: fimay = fopt( T p(pH) (2, ) i(nit,
phe, CO2)E(T,pH,ay,nit, phe, CO;), where T is the
temperature (°C), a, is the water activity, nit is the
undissociared concentration of sodium nirrite (Emol 1_1),
phe is the phenol concentration (ppm), and C0); is the €O,
Proportion. o is the optimal value of the maximum specific
growth rate fina. when T = Top, pH = pHap, 4w = @, apes
nit = phe = U0z = 0. Typ, pHape and @y, op Were arbitra-
rilv ser to 37°C, 71 and 00997 respectivelv (Augustin and
Carlier 2000a). t is a function describing the effect of
LEMPEFATUFE 0N fing, N suboptimal conditions (T = 30°C), p
is a function describing the effect of pH on jpig., in
suboptimal conditions (pH = 71}, 2 is a function describing
the effect of water activity on fip.y in suboptimal conditions
(g = 0097, 1 15 a function describing the effect of nitrite,
phenol and CO; on i, and £ is a function describing the
interactions herween the above environmental facrors.

The functions describing the effect of temperarure, pH,
water activiry, preservatives and their interactions on .,
and the growth rate models used are reported in Table 2.
Two different models excluding interactions berween envi-
ronmental factors were evaluated: a cardinal paramerer
growth model (model #1) and a square root tvpe growth
model (model #2). Three different models including
interactions between environmental factors were evaluared:
a modified form of the cardinal model proposed by Augusrin
and Carlier (2000b) (model #3), an expanded form of the
cardinal model proposed by Le Marc ef ol (2002) (model
#4) and a new model derived from the two previous ones

(model #5). This new model is based on the assumptions of
Le Marc ¢t al. (2002) regarding the effect of the interactions
herween environmental factors within the growth range of L.
monocytogenss and keeps growth/no-growth boundares on
the form of the model proposed by Augustin and Carlier
(2000h).

Growth/no-growth models. The growth rate models #1
to #5 were evaluated for their ability to describe the growth
limits of L. menecptogens. For these models, the growth and
no growth were predicted according to the criteria used by
the authors in their studies. For example, if the authors
defined the growth as a 1 logy increase of the initial
bacterial concentration, the prediction of the model was
considered as growth if it also predicred ar least a 1 logy
increase during the length of the experiment. The increase
of the population was predicred with the logistic with delay
primary growth model by setting the lag time, ‘lag’ to 21/
Hmay Decause 2-1 was found to be the median (4. lag)-value
for the growth studies concerning L. monocyiogenss (Augus-
rin and Carlier 2000a).

Two models describing the probability of growth of L.
wmonocptogenss as a funcrion of the temperature, the pH and
the water activity were evaluated (Tahle 2). The first one
(model #6) was proposed by Tienungoon ¢ al (2000} for
remperatures ranging from 31 to 30°C, pH ranging from 3-7
to 7-8, and warter activities ranging from 0:928 to 0#995. The
second one (model #7) was proposed by Koutsoumanis
et al (2004) for temperarures ranging from 4 to 30°C, pH
ranging from 424 to 658 and warter acrivities ranging from
0900 to 0993, For the evaluation of these probabilicy
models, we considered that growth or no growth were

@ 2005 The Society for Applied Microbiology, Joumal of Appled Microbiology, doi:10.1111/).1385-2672.2005.02710.x
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predicted when the growth probabilities were above 05 or
below 05 respectively.

A new logistic funcrion (model #8) was also proposed in
this study to describe the growth probability of L. mane
cytagenes according to a function £ which is linked o the
effect of the environmental factors and their interactions on
Himax (Table 2). This function § varies from —e to approx. [
within the no-growth domain and from approx. 0 to 1 within
the growth domain.

Estimation of model parameters

Estimation of minimal cardinal values and minimal
inhibitory concentrations. Growth data obrained in liguid
microbiological media were used to estimate the minimal
temperature, the minimal pH for HCI and lactic acid, the
minimal water activity (X mi) and the minimal inhibitory
concentrations (MICs) for undissociated sodium nitrite,
phenol and CO; (MIC;). We observed a greater variability
according to the study considered rather than according to the
L. manacytogenss strains in use. Therefore, we estimated one
parameter value by study or author rather than one value by
strain and by study. Mean values of the individual estimartions
were then used as estimations of the model parameter values.

Estimation of optimal specific growth rates. Optimal
specific growth rates in liquid microbiological media, liquid
dairy products, cheeses, meat and seafood products were
estimated by firting the growth models with the previously
estimated X;mip- and MIC;values. The mean values of the
individual estimations were adopted as estimations of the
optimal specific growth rates.

Estimation of growth probabiity model parame-
ters. Parameters of model #8 were estimated by firting
the model to observed growth probahilities of each study
calculated on 0403 intervals of .

Model fitting. Firs were performed on the square root of
Hmax to stabilize the varances of the residuals (Zwietering
et al 1990; Ratkowsky ef af. 1991, 1996) by linear or non-
linear regression using the least squares criterion. Growth
probability model firs were performed by nonlinear regres-
sion. The minimum sums of the squared residuals were
computed with the REGRESS and NLINFIT subroutines of
MATLAE 7.0.1 software (The MathWorks Inc., Natick, MA,
USA).

Performance evaluation of models

Growth rate models. The comparison of models descri-
bing the growth rate of L. monecptogenes relied on the
calcularion of bias (Bp) and accuracy (Af) factors (Ross 1996)

from non-nil predicted and observed lpa,-values. For these
comparsons, we used the mean values of indices giving the
same weight to each study.

Growth/no-growth models. The comparison of models
describing the growth/no growth of L. menecytegenes relied
on the calculation of correct prediction percentage (CPP)
representing the percentage of all cases thar were correctly
predicted (Hajmeer and Basheer 2003). For this evaluation,
observations obtained near the growth/no-growth interface
were only used. The tested conditions were characterized by
fvalues within the range [-0:73; +0-73]. All models
accurately predicted growth/no growth outside this range,
except probability models #6 and #7. The predictive values
of the models were also specified. The positive predictive
value, PPV, is the probabilitv that growth actually occurs
when growth is predicted by the model: PPV = 100 x [TG/
(TG + FG)], and the negative predictive value, NPV, is
the probability that no growth occurs when no growth
is predicted by the model: NPV = 100 TNGATNG +
FNG])], where TG (true growth) is the number of cases
where the model correctly predicts growth, TNG (true no
growth) is the number of cases where the model correctly
predicts no growth, FG (false growth) is the number of cases
where the model incorrectly predicts growth while no
growth is observed, and FNG (false no growth) is the
number of cases where the model incorrectly predicts no
growth while growth is observed.

Validation of the growth rate and growth/no-
growth models for L. monocytogenes in food
products

Addirional growth dara obtained in food under suboprimal
conditions were used for validation of the selecred models.
These data were only used for validarion because some food
characreristics were not specified in the published articles, or
because growth rates were estimated from only few counrs
leading to a great uncertainty on the estimations. In these
cases, arbitrarily values were set for the lacking characrer-
istics. A rotal of 196 growth rates issued from 38 studies (21
for cheeses, 128 for meatr products and 47 for seafood
products), plus 18 growth/no-growth data obtained in meat
products were available for the validation step.

RESULTS
Minimal cardinal values and MICs

The minimal cardiml values and the MICs of L. monocy
togenss in microbiological media obrained with the different
growth models are shown in Table 3. Minimal cardinal
values could not be obtained using the models excluding

i@ 2005 The Society for Applied Microbiclogy, Joumal of Applied Mcrobiology, doi:10.1111/].1385-2672.2005.02710.x
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Table 3 Minimal cardinal values and minimal inhibitory concentrations (MIC) of Listenas monacytogenes estimated in liquid microbiological media

Muodels
Parameters #1 #1 #1 #4 #5 References
Toin ("Q) 179 1:58 =075 022 =002 El-Shenawy and Marth {1%988a,b)
na* na. =148 =1-50 =147 George ot al. (1988
=242 =329 =242 =242 =242 Ahamad and Marth {198%)
=129 =222 -2 =13 =177 Buchanan er ai. { 1959),
Buchanan and Klawirer { 1990),
Buchanan and Phillips {1990
n.a. na. -4 10 ] -531 Farber e af (1989, 1992)
-126 ~-243 ~1-55 =126 -126 Katoh {1958%)
145 019 146 1-45 145 Petran and Zottola (1989)
n.a. na. ] -11-11 ~441 Sorrells ef ol (198%)
n.a. na. 161 1-19 1491 Cale e¢ al (19%0))
=237 =262 =309 =288 =311 Walker er ol (1990)
-186 -2 ~1-86 ~1-86 - 186 Hart et al. (1991)
n.a. na. 330 459 177 McClure et af {1991)
m.a. na. 19 =53 019 Tapia de Daza e al. (1991)
=075 =167 =075 =075 =075 Duh and Schaffner (1993)
-245 -275 —4-80 -182 -404 Oh and Marshall {1993)
=236 =271 =2 =2 =236 Bajard er all (1996)
=133 =146 423 =272 =341 Farber et al. (1996)
040 141 -7 —2:5 -351 Fernindez et al. (1997)
=154 =143 =54 =54 =054 MeBlellar er af. (1997)
137 =136 074 1-25 12 Rohinson et al. (1995)
n.a. na. =251 -1-83 =208 Tienungoon et al. {2000
-093 —-147 -229 -1-39 -173 Le Marc (2001), Le Marc et ol (2002)
-241 -2 -149 -2:68 -314 Pin et al {2001)
n.a. na -2 =-303 -1 496 Koutsoumanis ef al. {2004)
=127 -1 =127 -1-27 -127 1.C. Augustin, unpublished data
Mean -045 =166 =203 ~1-68 =172
SD 14% 113 263 278 255
PH e HCI 384 453 365 41 393 El-Shenawy and Marth {1 988a,b)
465 4465 428 438 431 Cicorge of all {1958)
427 444 4407 425 424 Buchanan er al { 1989),
Buchanan and Klawitter {1990),
Buchanan and Phillips {1990
479 479 446 467 467 Farber et al (1989, 1992)
455 4465 452 455 455 Petran and Zottola {1989)
n.a. na. 416 440 453 McClure #1 af {1991)
445 479 372 421 42 Oh and Marshall {1993)
4403 430 3 393 394 Brocklehurst e afl. (1995)
442 5405 32 431 185 Farber et al (1996)
484 4492 416 448 428 Fernandez ot al {1997)
421 461 420 421 421 Rohinson et al. (1995)
458 458 427 418 4312 Tienungoon e al {2000)
459 482 420 431 428 Le Marc (2001), Le Marc er al. (2002)
445 445 437 450 437 Koutsoumanis of o (2004)
Mean 444 466 410 433 426
sD 029 021 035 L] 24
PH i lactic acid 504 54 482 493 4491 Farber et al (1989, 1992)
4461 4461 451 451 451 Sorrells ef ol {198%)
Mean 4483 4483 467 473 471
sD 30 030 022 028 028
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Table 3 Contirsed

Models
Parameters #1 #2 #1 4 #5 References
& in 0594 (15 0584 0895 0§92 Buchanan er al. {1 959),
Buchanan and Klawitter {1990),
Buchanan and Phillips { 1990)
0-92: 0492 0914 0419 0921 Farber er al. (1959, 1992)
0927 04927 0911 0411 0911 Caole er al. (1990
na. na. 46 (451 0939 McClure ef sl (1991)
0925 04925 0910 [I27] 0910 Tapia de Daza et al (1991)
0914 0414 0914 04914 0914 Miller {1992)
0921 04921 0919 0419 0919 Nokln et al (1992)
0935 04931 0599 0412 0917 Ferndndez et ol {1997)
0-918 0683 0911 0417 0-918 Robinson er al. {1998)
0914 04914 (1308 (HE95 0893 Koutzoumanis e af {2004)
Mean 0919 04914 0910 0415 0913
SD 02 o017 007 4 16 0014
MIC,, (pmol 1Y) 133 115 197 132 141 Buchanan er al. {1 959),
Buchanan and Klawitter {1990),
Buchanan and Phillips { 1990)
na. na. B9 221 359 McClure ef sl (1991)
Mean 133 115 503 177 250
SD - - 433 %] 154
MICue {ppm) 182 182 g 215 319 Membré er al (1997)
MICin, 1-24 124 315 165 221 Farber et al. (1996)
1-22 127 14 170 380 Ferndndez et ol {1997)
172 172 592 197 3 Pin er all (2001)
Mean 1-39 141 407 177 3
SD 028 027 160 017 080

* Mot applicable.

interactions when dara sets obviously showed large interac-
tions berween environmental factors. The variability of
Toin— and pHip-values was relatively low with standard
deviations (SDs) representing berween 3 and 6% of the
growth ranges [100<SD /(X=X min)]. On the contrary,
the variability of a4y nip- and MIC-values was greater. The
SDs of @y min-values represented berween 14 and 20% of
the growth range and the SDs of MICy; and MICq,
represented berween 10 and #3% of the growth ranges.

Optimal specific growth rates

Mean values of the optimal specific growth rates obrained in
the different media are shown in Table 4. It was observed
that the predictions in seafood products were better by
ignoring the concentration of phenol, therefore the p -
values presented in Table 4 were estimated by assuming that
no phenol was present in these products. The variability of
Hapr-values depended on the product under consideration.
This varability was low in liquid microbiological media,
dairy products and seafood products with coefficients of

variation [ 100 = (SD/mean)] varving berween 15 and 25%.
The variability was greater for meat products (30-50%) and
was very high in cheese with a coefficient of variation
approximating 90%. The individual optimal specific growth
rates observed in cheeses are shown in Tahle 5.

Evaluation of the model performances

We could observe that the average performances of the
tested growth rate models were very close (Table 6). Except
for the cheese, bias factors were close to one indicating no
over- or under-predictions of the models, which was
coherent as the estimations of the model parameters were
performed with the same data sers. Accuracy factors varied
from 1-3 to 15 indicating that predicred growth rate were,
on average, different from 30 to 50% compared with the
observed ones. The cardinal model including interactions
#3 proposed by Augustin and Carlier (2000b) underestima-
ted the growth rates with average hias factors greater than 1,
this phenomenon was already pointed our by Cornu o al
(2003) and Giménez and Dalgaard (2004) in cold-smoked

@ 2005 The Sociaty for Applied Micrabiology, Joumal of Applied Morobiology, doi:10.1111/].1365-2672 . 2005.02710.x
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Table 4 Optimal specific growth rates (h™") of Listeria momacy togenes in liquid microbiological media, liquid dairy produds, cheese, meat and seafood

products

Models [mean (5D)]
Products n* #1 #2 #3 #4 H5 #5hist
Microbiological media 2 1154 (0185) 1423 (0-252) 11132 (0:277) 1475 (0-167) 14047 (0-173) 1004 (D215)
Liquid dairy products 14 0818 (01 50) 1012 (0-186) 0746 (- 142) 0745 (0-131) 0742 (0-132) 0742 (0132)
Cheese 0% 0244 (213 0-272 (0-240) 0-257 (2400 0215 (0-18% 0212 (0-187) 0212 ((F187)
Meat products 13 1372 (04 314) 1547 (0-478) 1668 (F857) 1165 (0-329) 1168 (0-348) 14036 (-3 18)
Seafood products 4 0729 (164 0834 (D-203) -84 (0:276) 0608 (D120 0565 (01 16) 0480 (D)
*MNumber of studies.
#Model #5bis is the simplified form of model #5 where inhibitory substances are ignored.
$MNumber of checse.
Table 5 Optimal specific growth rates (h™") estimated for Listeria monocytagenes in cheese

Maodels

References Cheese #1 #2 #3 i #5
Ryser and Marth (1987) Camembert 0671 740 o801 0-558 0547
Royser and Marth { 1959) Brick 0433 0030 04061 0029 0428
Gienigeorgis o al {1991) Brie (centre) 0255 261 0247 245 0:243
Genigeorgis et sl {1991) Brie (cenire) 0410 504 1188 0393 -390
Genigeorgis et sl {1991) Brie (surface) 0495 0125 0480 0082 0481
Gienigeorgis o al {1991) Camembert {centre) 161 211 0134 0138 0136
Genigeorgis et sl {1991) Camembert (surface) 0110 144 0481 004 0493
Genigeorgis et sl {1991) Cottage cheese 0193 120 0119 0135 0116
Genigeorgis et sl {1991) (ueso fresco 0421 026 04120 0020 0420
Gienigeorgis o al {1991) (ueso fresco 0425 (02 0424 0023 0422
Gienigeorgis o al {1991) (ueso fresco LRI 74 04061 121074 0461
Genigeorgis et sl {1991) (ueso panelk 0546 (655 0520 0527 0522
Genigeorgis et sl {1991) (ueso panell 0449 058 0447 0047 0447
Genigeorgis e af. (1991) (ueso panelb 0478 086 [IEER 074 04073
Gienigeorgis o al {1991) (ueso ranchern 0449 (F488 0436 0425 0420
Cienigeorgis of ol (1991) Ricatta 0452 (486 0445 0435 0433
Genigeorgis et sl {1991) Ricotia 0458 486 01565 -39 -390
Cienigeorgis ef ol {1991) Teleme 0413 0013 0413 0013 0413
Abdalla er all (19%3) White pickle 0542 (65 0590 0419 0408
P. Garry, personal communication Emmentzl 0250 (290 0415 199 -188
Mean 0244 0272 0257 0215 0212
sD 0213 (240 0240 0-15% 0187

salmon. The predictions of the growth models in cheese
were poor: although the bias factors were close to 1, the
accuracy factors were very high with values approximating
35 on average.

In microbiological media, the best CPPs (Table 7) were
observed with the two cardinal models including inrerac-
tions #4 and #5, and with the probability model #7
proposed by Koursoumanis ¢ af. (2004). In food products
(except for cheese), the model performances were close with
average CPPs =%%. The high PPVs of all models indicared
a good growth prediction of them, but the cardinal models

including interactions #4 and #5 and rthe probability model
#7 showed the best NPVs for microbiological media,
indicating better confidence in no-growth predictions. The
good predictive value of the probahility model #7 that only
accounted for temperature, pH and water activity challenged
the need to include the effects of nitrite, phenol and CO; in
the proposed models. In cheeses, the CPPs were of approx.
50% and were characterized by large SDs indicating a great
variability from one study to another. However, high NPVs
were obtained for these products, suggesting a relarive
confidence in no-growth predictions.

i@ 2005 The Society for Applied Microbiology, Jownal of Applled Mcrobiology, doi10.1111/].1385-2672.2005.02710.x
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& Goags Although the models excuding interactions berween
'E g | 22222 environmental factors #1 and #2 seemed adapted to predict
= ﬁ E % E % E the growth rate, they were less accurate for the growth/
-§ no-growth prediction. Two models were then selected to
ug Eg :gg predict the growth of L. monecytegenes in food, the new
E . St g E cardinal model including interactions #5 for the growth rate
o # | ZZIIZ and the growth/no-growth prediction and the probability
E sgSEs model #7 for the growth/no-growth prediction. The new
¥ é .E ué é cardinal model #3 was preferred to the cardinal model #4
4 z E f E % E because irs analyrical form was simpler.
§ Pl e W~ =
E_ SRT2E Performance characterization of the selected
g| |g|sB988 modets
= - Growth rate prediction. The performance of the new
3 Foeos cardinal model including interactions #5 was assessed
& S=Les within the growth range of L. menacytogenes according to
% = | f s % f % the function @, which was chosen to quantify the effect of
E E HHHHH environmental factors on the growth rate. Figure 1 shows
- = R =] . B . E .
2l g gy a the evolution of the average hias and accuracy facrors of the
E El_|l=s=z E; ;: model in liquid microbiological media according to the
R R values of €. A significant increase of the bias factor was
E EEEEE observed when ! decreased to 0, i.e. near the growth limits.
= t|esesss This phenomenon was explained by the fact that the bias
E’ 2 EEzZ = factor could not account for mull growth rates. Therefore,
E e only non-nil observed growth rates were used in this region
H sz g . leading to an apparent underestimation of the model
= =SS E predictions. An increase of the average accuracy factor was
%" e § § i % § EQ observed when @ decreased, signing less accurate predictions
EN N g when growth limits were approached. This index was
3 SRS g difficult to use to define confidence intervals for predicted
§ sesse| h rates because i ibl it when th
3 e 5 growth rates because it was not possible to use it when the
B F|IZEEZTZZ £ predicted growth rate was null. To define confidence limits
2 Sa§5¢ ; for predictions :-.md to overpass the difficulties linked to the
'E E‘ = Eé = J% use of the classical bias and accuracy factors, we used the
R E madel parameter estimarions distriburions to estimate lower
B #lzz22z = .. .
[ @ and upper confidence limits for the predicted growth rates.
= TEETE .E We assumed that the minimal cardinal values and the MICs
E %Q ss 2 o were normally disribured and thar the oprimal specific
Tlzlg|= § E § 'g_' = growth rates followed a gamma distribution (Pouillot e al
E w | |___ _ - -E 2003). The distriburion expectations were set to the mean of
4 g S5TEITE = the observed values (Table 3), that was =1-72°C for Thin,
F|E SS=== 426 for pHpin HCL, 471 for pHpi lactic acid, 0913 for
M § Tz = iy mins 2570 gmaol 171 for MIC 4, 319 ppm for MIC,,, and
E e E 304 for MIC o, The distribution SDs were set according to
3 ®|H=Z8FI T _E the variability of the parameter estimations observed. The
E 4z E variability of T, and pH i, was assumed to be equal to 5%
= £z o | & 4 g of the growth range [SD/(Xpax=Xmin) = 0-05]. The SDs
- T E " L g i = for Tmins PHmin HCL and pHpi lactic acid were then set o
& B g z E_ 5 :{ “‘E 2:34°C, 0-27 and (25 respectively. The variability of @y min
: a2 E " E T B 3 & was assumed o he 15%, so, the SI) was ser to 4013, The
- !5' E BEge g £ g variability of MIC-values was assumed to be 60% for nitrite
s 1838812245 and 30% for phenol and CO;, so the SDs for MIC,
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Table 7 Correct prediction percentages { CPP), positive predictive values {PPV), and negative predictive values (NPV) of growth/no-growth models
for Listeria monocytogenes in liquid microbiological media, liquid dairy products, cheese, meat and seafood products

Maodels [mean (50)]

Products w*  Indices #1 #1 #3 #4 #35 #oT Hii #5his§

Microbiological media 33 CPP (%) 851 (171) 857 (164) 860 (150) 95 (143) 903 (129) 835 (185) 891 (167) 886 (162)
PPV (%) 922 (119) 920 (12:8) 940 (124) 953 (103) 944 (119) 595 (182) 880 (183) 921 (155)
NPV (%0) 620 (385) 620 (M) 58T (372) 675 (M5 T09 (M4 651 (386) 907 (210) 782 (304)
Liquid dairy products 14 CPP (%) 991 (33) 1000 (00) 982 (67  982(67) 991 (33  982(67) 982 (67) 991 (33
PPV (%) 1000 (00) 964 (134) 986 (53)  986(53) 956 (530 1000 0D) 976 (§9) 956 (53)
NPV (%) 100 (= - 000 (=) 1000 (=) 1000 (=) 500 (F07) 100402 1000 (-)
Cheese 497 CPP (%) 534 (461) 541 {66 561 (405) 575 (403) 568 (04) 544 366) 633 (3T6) 568 (404)
PPV (%) 452 (459) 459 (466) 391 (467) 394 (468) 394 (465) 403 (456) 400 (4700 394 (46:5)
NPV (%0) 1000 (00) 1000 (00) 833 (365)  S41 (358) 41 (358) 793 (412)  B60(330)  S41 (35E)
Meat products 4 CPP(%) 907 (146) 903 (155) 93650 912 (142 910 (143) 901 (148) 919 (147) 907 (144
PPV (%) 922 (151) O10(I51) 968 (65 934 (139) 935 (130) 922 (150) S0 (140) 922 (144)
NPV (%0) 730 (388) 583 (5040 599 (442) 68K (307) 672 (400) 671 (378) 693 (334) 717 (41
Seafood products 4 CPP(%) 977(4%  977(45)  OL0(105) 983 (34) 983 (34 927(95) 980 (23) 983 (34
PPV (%) 977 (45 977(45  O%1 (38 983 (35) 98I (35 RT@S)  9EE(24) 981 (15)
NPV (%) - - W00 (141) 1000 (= 500(07 00 100402 1000 (=)

*Mumber of studies.

F5train L5 parameters for microbiological media, dairy, meat and scafood products, and Scott A parameters for cheeses,
{Broth parameters for microbiological media and liquid dairy producis and agar parameters for solid food.

§Model #5bis is the simplificd form of model #5 where inhibitory substances are ignored.

f Number of cheese.

(a) b
& ®) &
55
Z §
4 4.5
4
& 3 < 35
3
& 25
Fig. 1 Evolution of the {a) bias (8;) and
{b) accuracy {4 factors of the new cardinal 1 2
model including interactions #3 within the 15
growth range of Ligesa monocytagenss in 0 1
microbiological media. Plotted points are the Q a2 -4 ] a8 1 a 0.2 0-4 0.6 08 1
mean values and wertical bars indicate 1 SD é 8

MIC,,. and MICq, were set to 150 umol 7!, 96 ppm, f = 00212 for microbiological media, dairy products,

and 091 respectively. The oprimal specific growth rates in cheeses, mear and seafood products respectively. By using
liquid microbiological media, liquid dairy products, cheeses, the 10th and 90th percentiles of the distributions of model
meat and seafood products were characterized by means parameters (Figs 2 and 3), we could hold approx. 95% of
(Table 4) of 1-05, 0-74, 0:21, 1-17, and 0-57 h™! and the SDs the observed maximum specific growth rares (null values
were rounded to 0:21, 0-15, 021, 035 and 011 hH7 included). 95% confidence limits for the growth rare of
respectively. These mean values and SDs corresponded o L. monacytegenss could then be proposed by using the
the following parameters of gamma distriburions: & = 2500 following parameter values: (i) for the lower limirs:

and = 00420, & = 2434 and £ = 00304, 2 = 1-00 and Toin = 1'28°C, pHpin HCI = 4461, pHpin lactic acid =
B =02100, 2= 1187 and § = 0-147, = = 2685 and 503, ity min = 0930, MIC,, = 58 umal 77, MICphe =
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Obsamed pi (1)

Fig. 2 Plots of abserved maximum specific
growth rates for Listeria monscytogenss in
microbiological media apainst predicred
growth rates with the new cardinal maodel
including interactions #35. The dotted line
represents the perfect adequacy berween

0 0.2 0-4 0-6
Pradicted e (W)
196 ppm, MICgn, = 1'87,  microbiological — media

tope = 079 h7') liquid dairy  products i = 0056 b7,
cheese o, = 0402 h~', meat products g, = 0075 h7',
seafood products pop, = 0-43 h™", (ii) for the upper limits:
Tin = —+72°C, pHp,, HCl = 391, pH_;, lactic acid =
439, 2, min = 089, MIC,, = 442 pmal I"', MIC,, =
#42ppm, MIC., =421, micobiological  media
Mo = 133 7', liquid dairy products jr, = 094 b7,
cheese pop = 048 h~', meat products g, = 163 h7',
seafood products pap = 071 h.

Growth/no-growth prediction. The average positive and
NPVs of the new cardinal model including interactions #3
are reported in Table 8. We could observe that PPV and
MNPV for growth data in the predicted growth domain near
the growth limits were complementary. Indeed, although we
were in the growth domain, no growth could be predicred
because of the criteria wsed to define the growth (large
bacterial population increase and/or short duration of
observation). As PPV and NPV were complementary, we
only referred to the PPV to predict the growth/no growth.
The evolution of the average of the PPV (ie growth
probability) with @ is shown in Fig. 4. The estimated
parameters of the model #8 describing the growth
probability with # were 2 = 11'1 (95% confidence interval
[8:% 13:3]), & = 0019 (95% confidence interval [(000;
0-0397).

As a great variahility of the PPV was observed according
to the data sers (Fig. 4), we proposed the following method
to obrain reliable growth/ no-growth predicrions. An average

08

q observations and predictions and the solid
lincs represent the confidence limits of the
predictions

CPP value of 92:3% was obrained for liquid microbiological
media, by using the model #8 to predict the growth
probability of L. sosocytogenss and by considering that
growth or no growth occurred when the probability was
above 045 or below (5 respectively. This average CPP value
increased to 970% when using the following decision rule:
growth was predicted when the growth probability was
above 09 and no growth was predicted when the growth
probability was below (1. The performances of this method
are reported in Table 9. The drawback of this rule was that
predictions were available for only 74% of the dara. The
space defined by environmental factors could then be
divided into three parts: a reliable no-growth domain, a
reliable growth domain, and an uncerrain domain. The
performances of the method for dairy products, cheese, meat
and seafood products are reported in Table 9. No NPV
could be calculated for seafood products bhecause the
absence of growth was never predicted by the model. The
low NPV obtained for mear products was in fact only linked
o two false no-growth predictions. By giving the same
weight to each data, we obrained an NPV of 96:7% (two
false mo growth for 26 no-growth predictions). The rule
seemed rthen usable for dairy products, mear and seafood
products. The predicrive performances were poor in cheese,
but the model could be used for no-growth prediction in
the cheese.

Simplification of the new cardinal model inciuding
interactions. Because of the good performance of the
prohability model #7, we evaluated the need to take into
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Fig. 3 Plotz of observed maximum specific growth rates for Leteria manacytogenes in (3) liquid dairy products, (b) cheese, (c) meat, and (d) seafood
products against predicted growth rates with the new cardinal model including interactions #5. The dotied line represents the perfect adequacy
hetween observations and predictions and the solid lines represent the confidence limits of the predictions

account preservatives encountered in food for the growth
prediction of L. momecytgenss. New estimations were then
performed with the cardinal model including interactions #5
by deducting nitrite, phenol and CO; (model #5his). The
cardiml values previously estimated were conserved and
NEW Mo, mean values (and SDs) were estimared (Table 4).
The performances of the simpliied model were very close
from the ones obtained with the complete model (Tables 6
and 7). In microbiological media, the lower PPV (Table 7)
was due to the high concentrations of nitrite used in some
experiments where no growth was observed. Therefore, the
simplified model was adapred for the growth prediction of L.
mnnocytogaies in food products.

Growth rate confidence limits were defined using the
same approach as previously described. The following pipe-
values (h™') were proposed for the lower and upper limits in
microbiological media, meat and seafood producrs: [0-74;
1-28], [0-66; 1-47], [0-36; 0-61] respectively. The pgp-values

for liquid dairy products and cheese were the same as
in the complete model (no preservatives added in these
products).

The study of the predictive values of the simplified model
gave the same type of results as with the complete maodel
(Fig. 5). The estimated parameters of the model #8bis
describing the evolution of the growth probability with the
function frpa (0 where ¢ = 0) were a = 102 (95%
confidence interval [80; 12:5]), & = 0-037 (95% confidence
interval [0-012; 0-062]).

When using the decision rule previously defined (growth
and no-growth prediction when the growth probahility was
above M9 and below 01 respectively), the performances of
the simplified model #8bis (Table %) were inferior to the
ones of the complete model #8 in microbiological media
because of the presence of high preservative concentrations,
however, the performances were equivalent for food prod-
ucts. The growth/no-growth predictive value of the prob-

@ 2005 The Society for Applied Microbiolagy, Jownal of Appiied Morobidlogy, doi:10.1111/].1365-2672.20058.02710.x
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Table 8 Evolution of the correct prediction

CPF (%) PPV (%) NPV (%) percentage (CPP), the positive predictive
8 Mean 50 Mean 50 Mean 50 value {(PPV), and the negative predictive value
(NPV) of the new cardinal growth model
<={-75 1000 [31] - - 1000 M including interactions #5 for Listeris mna—
[=0-75; =0-70] 950 112 - - 950 112 cytogenes in liquid microbiological media,
[=0:70; —0-65] 100 [31] - - 1000 [31] sccording to the function & describing the
[=0-65, =0-60] 907 135 - - W7 135 effects of wmperature, pH, water activity,
[=0-60, —0-55] a7 167 - - a7 167 nitrite, phenol and €Oy and their interactions
[~0:55; —0-50] 2.9 189 - - 2.9 189 fmodel #5)
[=0+ . 1000 ) - - 100-0 )
[=0:45; ~0440] w76 &3 - - w76 &3
[=0040; ~035] 943 151 - - 943 151
[=0:35; —0-30] 1000 00 - - 1000 00
[=0-30; —025] 2 102 - - 2 102
[=0+ 658 414 - - 658 414
[=020; ~0-15] 52 294 - - 52 294
[=0-15; ~0-10] 820 2949 - - 520 2949
[=010; ~0405] %W 177 - - %W 177
[ =005 000 67l 152 - - 671 152
[0 00, (05) -2 77 633 415 470 193
[0-05; 0-10) 459 424 T8 419 265 418
[0 10; 0-15) 574 Kyl 675 %7 208 4l
[0-15; 0200 70 192 25 W2 75 1540
[0-20; 0-25) A8 225 22 22 [121] )
[0-25; (-30) 90 185 9349 185 [121] )
[0:30; 03] 2.5 199 25 199 - -
035, 0-40)] 952 72 952 72 - -
(040 0-45] % 37 991 37 - -
[045; 0:50)] 994 23 994 23 - -
[0-50; 0-55) 91 157 Deel 157 - -
(0455, 0+60)] %69 125 960 25 - -
060 0+65] 1000 0 1004 00 - -
(065 0-70] 1000 00 1004 00 - -
[0-70; 0-75) 1000 ) 10(H) LA - -
=075 1000 ) 10(H) LA - -

ahility model #7 was also increased by the above decision
rule (Table 9). The performances of this model were a little
hit lower than the performances of the model #8his.
However, the advantage of this probability model was its
narrow uncertain domain, as the predicrable percentages
were higher than %0%. Figure & illustrates the confident
growth/no-growth domains, and uncerrain domains for the
two maodels.

Validation of the growth rate and growth/
no-growth models

The results obrained for the validation of the complete and
simplified cardinal moedel including interactions #3 and
#5bis and the probahility models #7, #8 and #8his are
shown in Table 10. Four per cent of the observed growth
rates were below the lower confidence limir of the predicred
ones with the complete model #35 against 153% with the

simplified model #5bis. This was due to the fact thar the
presence of preservarives in meat (nitrite and C0g) and
seafood producrs (C0O;) was not taken into account by the
simplified model. Examples of this phenomenon are
presented in Table 11. Approximately 3% of the ohserved
growth rates were above the upper confidence limits of the
predictions with both models. However, some of them were
questionable, for example, the pg.-value of 016 h!
(Table 11) ohserved in Camembert cheese ar 10°C by
Murphy et al. (1996) seemed very high.

The better capacity of the probability model #7 to
produce a growth/ no-growth prediction (9% of cases)
compared with model #8 (70%) was however linked to a
decreased CPP. Indeed, the percentage of false growth
predicrions for this model was 16% against 8% for the
model #8 and it predicted three false no growth in meat
products. The performance of the simplified probability
model #8bis was intermediate.

i@ 2005 The Society for Applied Microbiology, Joumal of Applled Mcorobiology, doi:10.1111/).1385-2672.2005.02710.x
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Fig. 4 Evolution of the growth probability of Listeria monocytagenes in
microbinlogical media acoording to the function & describing the effects
of temperature, pH, water activity, nitrite, phenol and €0y, and their
interactions. Plotted points are the mean values and vertical hars
indicate | SI). The solid line is the fitted model #8

DISCUSSION

All tested maodels showed quite bias and accuracy factors.
The models appeared then equivalent to predict the growth
rate of L. manocytogenes in food. Polynomial models available
on the free Pathogen Modeling Program (U.S. Department
of  Agriculture, hrep://www.arserrc.gov./mfs/ pathogen.
hrm) were not evaluared in this srudy because they were
shown to overestimate the growth rates in food (Pinon ¢ al.
2004). Although acceptable limits were proposed for hias
and accuracy factors (Ross 1999; Dalgaard 2000; Ross and

McMeekin  2003), the interpretation of these indices
remained difficult because the calculated values depended
largely on the formula used (Baranyi «f ol 1999). Models
including interactions berween environmental factors
appeared more effective to predict the growth/no growth
of the pathogen. In order to compare the model performance
for growth/no growth, it was essential to consider the way to
define growth or no growth. This definition was indeed
differently interpreted according to the authors. For exam-
ple, Buchanan e al (198%) considered thar there was no
growth when the cultures displaved =<1 log, cvele increase
of the initial bacterial concentration during the experimental
perod, Cole « ol (1990) reported growth when a visible
growth was observed in microtitre plate wells within a
period of 60 davs, and Koutsoumanis ¢ al (2004) reported
no growth when no increase of the turbidity of the broth
medium was observed within 30 days of incubarion with a
confirmation by bacterial counts. The best effectiveness of
maodels including interactions was more obvious near the
growth limits. Therefore, the average CPP of models
excluding interactions was 47% for data corresponding to
ti-values berween —0+1 and (1 even though the average CPP
of models including interactions was 63% for the same dara.
The new cardinal model including interactions was then
preferred to the other models for two reasons: first, it was
maore effective to predict the growth/ no-growth limits and
secondly, its amlyrical form was simpler than the form
proposed by Le Marc ef o/, (2002). This model was based on
the same hypothesis concerning the growth/no-growth
interface as the model proposed by Auvgustin and Cardier
(2000b) but it now progressively takes into account the effect
of interactions berween environmental factors on the growth
rate in the manner proposed by Le Marc ¢ al. (2002), with a

Table 9 Correct prediction percentages (CPP), positive predictive values (PPV), negative predictive values (NPV) and prediction percentages (PP)
of growth probability models for Listeria moanocytagenes in liquid microbiological media, liquid dairy products, cheeses, meat and scafood products
{zrowth predicted when growth probability & above (4, no growth predicted when growth probability is below (1)

Models
#E #8hist #7
Producis #* CPP (%) PPV (%) NPV (%) PP (%) CPP (%) PPV (%) NPV (%) PP (%) CPP (%) PPV (%) NPV (%) PP (%)
Microbiological 3} 9740 983 W6 745 931 M-8 942 725 Bo6 80 9140 9740
media
Liguid dairy 14 1004 10040 100 9549 100 1000 1000 918 982 96 100 100
products
Cheese 495 524 4249 733 Bl9 524 24 733 Bl13 249 4149 B8 95
Meat products 14 978 917 750 744 973 72 1000 Bl15 931 M8 676 W9
Secafood products 4 987 987 - BEE 952 952 - 963 988 988 100 988

*Mumber of studies.

FMode #8bis & the simplified form of model #8 where inhibitory substances are ignored.

iNumber of cheese.

i@ 2005 The Society for Applied Microbiology, Jownal of Apolied Mcrobiology, doi:10.1111/.1365-2672.2005.02710.x
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Fig. 5 Evolution of the growth probahility of Leterss manocytogenes in
microbiological media according to the function g, describing the
effects of temperature, pH, water activity, and ther interactions (f
without mhibitory substances ). Plotted points are the mean values and

vertical bars indicate | S, The solid line is the fitted model 8his

space where environmental factors have independent effects
on the growth rare. The model proposed in 2000 by
Augustin and Carlier was shown to overestimare the effect of
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interactions on the growth rate (Comu ¢ af. 2003; Giménez
and Dalgaard 2004; Ross and Dalgaard 2004) which contrary
to the new model acted on the entire growth range
Wharever the model chosen, it is important to insist on
the fact that models shall be used with parameter values
consistent with these models. Indeed, as it was pointed out
bv Ross and Dalgaard (2004), large differences were
observed berween cardinal wvalues, MICs and optimal
specific growth rates for L. mesecytogenss, depending on
the model used to estimare them.

The ohserved dispersion of parameter estimations inclu-
ded the biological variability and the uncertainty on these
parameters. The dispersion was sometimes consistent with
the biological varability obtained by other authors. Thus,
Pouillot ef af. (2003) observed a mean SD of 1:26°C for the
biological variability of To, against an SD of 2:55°C in
our studv. For the optimal specific growth rate of
L. monocyiogenss in milk, they observed a mean 5D of
018 h™" against 0:13 h™' in our sudy. We can then
consider that the observed wvariability is to some extent
representative of the hiological variability of the growth
parameters of L. mesocyiegenss. Nevertheless some other
factors not ver identified certainly interacted with this
biological variabilitv, as the dispersion of the optimal
specific growth rate was very dependent on the food

0-86

0.93

0-82

45

pH

Fig. 6 Predicted growth and no-growth domains for Listeris manmocytogenes at 4 and 8°C according to the pH and the water activity of food. The solid
lines represent the limits predicted by the simplified probability model #8his and the dotted lines represent the limits predicted m agar by the
protability model #7 proposed by Koutsoumanis e af {2004), The lower lines correspond to a growth probability of 0-1, the middle lines correspond
to a probability of (-5 and the upper lines correspond to 2 probability of (-9
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Table 10 Resulis of the validation of the Ligteria monocytogenes growth modes in food

Maodels
Predictions Indices Food producds n* #5 and #8 #5his and #8bist #Hi
Growth rate Mo, above upper limit Cheese 2 1 | -
Meat 128 | 1 -
Seafood 7 4 5 -
Total 196 6 (3% T (4% -
Mo, below lower limit Cheese 2 2 2 -
Meat 128 5 21 -
Seafood 47 0 13 -
Total 196 7 (4% 29 (15%) -
Growth/no growth} Mo, of predictions Cheese 2 18 18 21
Meat 146 92 n3 137
Seafood 7 40 4+ 47
Total 214 150 (70%:) 65 (T7%0) 05 (96%0)
MNo, of flse growths Cheese 2 2 8
Meat 8 14 21
Seafood 2 3 3
Total 12 (89%) 19 {12%5) 32 (165
Mo, of Rlse no growths Cheese 0 0 0
Meat 0 0 3
Seafond 0 0 0
Total 0 0 3(19%)

*Number of data.

#Models #5bis and #8bis are the simplified forms of models #5 and#8 where inhibitory substances are ignored.
$Growth predicted when growth probability is sbove 049, no growth predicted when growth probability i= helow 001,

considered. The coefficient of variation of %% observed
for cheeses was cerrainly because of unidentified abiotic
(heterogeneity of pH or aw, lactic acid concentration) or
biotic (competitive microflora) factors  influencing  the
growth rate of L. mowocyiogenes. In addition, large
variations in optimal growth rates were observed for
identical cheeses (Table 5) withour explanation. For exam-
ple, Genigeorgis ¢f al. (1991) observed an increase of the
population of L. menoecytegenes of 0039 logyg on the surface
of Brie cheese at pH 72 in 30 days at 4°C whereas
the increase of the population was of 0486 logyg in 6 days in
the centre of the same cheese at pH 6. Some refinements
of the model should then be made to take these factors into
account and thus, to reduce the confidence interval of the
predictions. Therefore, the proposed model was a simpli-
fication of the real sitwation and the observed dispersion
did certainly better reflect the completeness error of the
model (Baranvi and Roberts 1995) than the biological
variahility. However, the observed parameter variahility
constituted an important knowledge for quantitative risk
assessment studies burt it should carefully be used. Indeed,
the dispersions observed according to the strains used in
experimental studies were probably not representative of
the frequency of the distribution of strains narurally
contaminating food.

For model validation, our results confirmed that it was
important to collect dara from a large number of studies
rather than from a large number of darta issued from few
studies (te Giffel and Zwietering 1999). The observed
growth dara were effectivelv relatively variable depending on
the study from which they were issued and a model could
show good or poor performances depending on the data sets
used. This phenomenon was particularly pronounced for the
growth of L. moenscyiogenes in cold-smoked salmon, where
large differences in growth rates were observed berween
naturally and artificially contaminated samples. The weak
growth of the pathogen in naturally contaminated salmon
(Cortesi e al. 1997; Lappi ¢ al 2004) was mainly arrribured
to the effect of the competitive microflora (Dalgaard and
Jorgensen 1998, Ross o @l 2000, Ross and McMeekin
2003), and models were proposed to take into account these
interactions (Giménez and Dalgaard 2004).

In order to take into account the completeness ervor of the
model and the biological variability, we proposed parameter
values that allowed to predict limits of L. monocytogesies
growth rates with a confidence level of approx. 95%.
Although the proposed method was empirically derived,
with asumptions on the parameter distributions, it gave
(excepr for cheese) confidence limits including on average
more than 95% of the observed growth rares in a well-
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balanced manner. Thus, the mean percennages of growth
rates above the upper limits in microbiological media and
meats were |4+ and 19%, respectively, and the mean
percentages of growth rates below the lower limits in
microbiological media and mears were I'6 and 8%
respectively. In the validation study, some observed growth
rates were above the predicted upper limits in seafood
products, but these dara were obtained by challenge testing
in smoked salmon for which it was pointed out that growth
in naturally contaminated sam ples was weaker (Corresi ¢f al.
1997; Lappi ¢ af. 2004). On the contrary, some observed
growth rates in meat products were below the predicred
lower limits. This was mainly due to the presence of
preservarives (e.g. nitrite) not taken into account by the
maodel as the concentrations were not specified in the
studies.

Another advantage of this new model was its capacity to
predict the growth probahility of L. menecyptogenes in food. A
probahility model based on the results obrained with the
new cardinal model including interactions was proposed.
When considering that no growth is observed when the
growth probability is below (#] and that growth occurs when
this probability is above 09, we obtained a relatively
consistent decision rule. Growth was sometimes wrongly
predicted in cheese as lactic acid concentration and micro-
bial interactions were certainly very important factors, thar
were not taken into account by the model. In meat products,
false growth was also predicred for the reason described
above (presence of inhibitory substances not known). In the
validation study, the model never predicred false no-growth,
which was important for a pathogenic micro-organism.
Thus, this decision rule seemed safely usable for the no-
growth prediction of L. monecytogeares in food. The only
drawhack of this rule was its poor prediction capacity as only
T0% of the situarions were predictable in the validation
study. In these cases the calculated prebability could
however give an idea of the micro-organism behaviour,
and the prediction obrained with the probahbility model
proposed by Koutsoumanis ¢f al. (2004) could also be used
although this one predicts more false growth (16% of the
previsions in this study) and sometimes false no growth (1%
of the previsions in this study).

The simplification of the model by ignoring the effects of
nitrite, phenol and CO, could be wed when these param-
eters were not known. In seafood products, the effect of
phenol is controversial (Ross o @l 2000; Giménez and
Dalgaard 2004), and it was indeed observed in the present
study that ignoring the phenol concentration led to better
predictions. On the contrary, the predictions were improved
when the C0O; concentration was taken into account. In all
food products, the predictions obrained with the simplified
maodel were logically more conservarive than those obrained
with the complete one and no false no growth was predicred.

When information on the presence of preservatives in food
was available, it appeared preferable to use the complete
madel for the refinement of predicrions.

In conclusion, the proposed models seemed suitable to
predict the growth rate and the growth probability of L.
manocytogenss in liquid dairy products, meat and seafood
products under suboprimal growth conditions. In cheese,
the models seemed appropriate for the no-growth prediction
but refinements should be performed to increase the PPV of
the maodel.
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(drving process, addiion of solutes). As a consequence, diffision phenomeana
{water or mass transfer), as well as heat fransfer, occur in the product,
indicating that gradients of temperature, pH and a,, exist in foods. Predicting
condifions that prevent or limit bacterial growth in such complax situations is
not aasy. Process modelling is a teol fo help us wunderstand how the variables
that control the process modifi the main  environmental parameters
{temperature, pH and a,) that affect bacterial behaviour. We developed a
global modelling approach in our laboratory which consisis of combining a
prediciive bacterial model and a food processing model We applied it fo
pradict the behaviour of Listeria, faling account gf the product charvacteristics
and the process gffects. Two examplas ave presented in this work: the gffect of
a drying process and the gffect of a heating process on Listeria behavisur.

Introduction

Micro-organisms, food products and processes are the three main
compenents involved in the quality and safety of food products. Indeed, focd
products may become microbiologically unsafe if the growth of pathogenic or
spotlage bacteria occurs, particularly when they are not properly processed and
stored. The microbial gquality and safety of food products are nsually evaluated
by performing bacterial studies: bacteria are grown in laboratory media or in
food as a function of the main parameters affecting growth: temperature, pH or
water activity (a,). These studies are mamly done under static emironmental
conditions and do not take the dynamic changes that can occur in the foed and
during the processing of the food into account. Indeed. envirommental
conditions may vary as a function of time or space in the food because of
diffusion phenomena (water or mass transfer) or heat transfer. Diffusion may
occur, for example, dwing process preservation techniques when temperature
varies {cooling. heat process). pH decreases (acidification. fermentation) or a,,
decreases (drying process, addition of solutes). Gradients of temperature, pH
and a, exist in food products. Process modelling can be a tool to describe how
the wvariables that control the process medify the main envirommental
parameters (temperature, pH and a,) that affect bacterial behaviowr. As a
consequence, the conditions that prevent or limit bactenial growth in many
existing process situations can be predicted.

Listeria bacteria are widespread in the environment. Ameng the different
species, Listeria monocytogenas and Listaria imnocua are the two that are the
most commenly isolated from food processing [1]. L. monocytogenes can be
fatal, particularly in the very young and imnmnocompromised individuals.
Most cases are linked to the confamination of raw or processed foods with
L. monscytogensas. Listeriosis is therefore a major threat to human health.
Listeria spp. can grow at low temperatures [2]. low pH [3] and low a, [4.3]:
they are therefore able to survive and multiply in a wide range of food products.
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Many types of process are used in the meat industry. During
transformation, raw meat products are subjected to different processes such as
cocling (refrizeration, freezing), heating (cooking, steaming. pasteurisation,
etc.) or drying, in order to decrease or limit the development of bacteria and
improve the storage of the final product. Therefore, there is a need to
understand and model the behavicuwr of bacteria and Listeria, in particular,
during processing.

We developed a global modelling approach in our laboratory that
consists of combining a food-processing model and predictive bacterial
models. We applied if to predict the behaviour of Listerva, taking account of
the product characteristics and the process effects. Two examples are
presented in this work: the effect of a heating process and the effect of a
drying process on Lisferia behaviour. In the first example, temperature was
the main parameter subject to variation, while the pH and the a, remained
constant throughout the experiments. Experiments were performed on
minced perk meat. In the second example only the a; at the surface of a
zelatine gel varied due to drying conditions, while the temperature and the
pH of the product remained constant.

Predictive models for process operations

We first considered the general case of a sclid foodstuff placed in an air
flow, on a support. This sitzation exists (1) in operations such as coocling,
freezing, drying or maturation and (2) during storage. In order to simplify the
problem, we considered the case of a parallelepiped product whose thickness
was very small compared to the two other dimensions (Figure 1). On the basis
of this assumption, heat and matter transfers are then a function of oaly one
dimension: the thickness or z-coordinate.

Fizure 1. Parallelspiped foodstuff placed in an air flow
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In this situation, the foodstuff exchanges heat and matter with the air and
the support on which is placed. We limited the exchanges of mafter to the
exchange of water alone and considered that the support could not exchange

water with the product since it 1s inert.

‘Water balance
The water balance 1s composed of two variables (Figure 2):
- the flux density of water corresponding to the exchange at the air'product

interface:

J; =k (Cos -Ca) [Eq. 1]
where: k= water transfer coefficient {m. sy
- - -1
C,i; = water concentration in the air (kg water . m”™);

Ciirze = Water concentration in the air in contact with the product
(kg water . m™)

- it 15 asswned that the flux density of water in the product is Fickian:

. &C -
I, =D(cT). = [Eq. 2]
T gz
where: € = volumetric water concentration in the product (kg water . m™)
T = temperature of the product (*CorK)
D = water diffusivity in the product (m”.s7)

It iz asswmed that water diffustvity depends only on the concentfration and
the temperature.

T,
Air [V,
EH,, )
Watel evaporation
[
Water fhox
by condncti T.T: Product
Support

Figure 1. Different mass flux densities to be taken mte account m the case of a

foodstuff placed in an air flow
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The flux density of water, Jz., can also be expressed as a function of the
water activity on the surface of the product:

T = k. (P(Tayee) - 2, - P(T.)) [Eq. 3]

where: a,, = water activity on the surface of the product
P =partial pressure of air at temperature T (Pa)
Tsunnee = surface product temperature (*C or K)
T e = dew point temperature ("C or K

The evolution of the water concentration in the product over a period of time 15
given by

- £loc). £ [Eq. 4]
ezl &z |

| &

Shrinkage of the product

The modelling of the water transfer in the foodstuffs often encounters the
problem of the shrinkage of the product due to water extraction. In order to
take this shrinkage into account, 1f i3 necessary to consider several assumptions
related to the varation of the volume of the product. Different authors [6-8]
showed that the product retraction was linear for high water contents (X = 0.3
kg water'kg dry matter). Bniz Cabrera [9] listed the retraction models that were
proposed. The simplest assumption is to consider that the product volume 15
the sum of the partial volumes of water and dry matter:

‘Product 1;""?-'.'1'.a|1.tr - x}ww [E-I.'] j]

By comsidering the first assumption (thickness << other dimensions). the
shrinkage takes place only in the direction of the water transfer. Equation 3 15
reduced to an addition of lengths of water (Zyue) and dry matter (Zpo, ase)
Figure 3):

Z?‘l aluit Z'r'\'un: - zr.n Pefalber [E’q 6]

By considering a small volume for which the water content X iz homogeneous,
it can be shown that the ratio z,“:,,,l,n"z,,,jr viesee 15 then a linear finction of the

average water content i £

et _ g, Poodam o [Eq 7]

ZI:r_l' hattar P‘i'-'i!’»:l’
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where:  Ppo yee = density of the dry matter (kg dry matter . m™)
Fres = density of water (kg water . m™)
X = average water content (kg water . kg dry matter™)

A transformation of coordinates can be made: the z-coordimate is
transformed into a "solid coordinate” (E). Using this solid coordinate, which is
irvariant with time [10,11], the Fick equation has the following form:

X _loxn [Eq. 8]
gt  8E&l -1y
where: X =water content (kg water . kg diy matter"')

D' = effective diffusivity in the new sclid coordinare {m;”__r s -5)
D # iz related to the diffusivity D

DIX.T)
D*(X.T)=- L [Eq. 9]
| 1= Py hasmer %
\ Priaves r
Volume of dry matter Vi hacter

Volume of water Vg,

Surface of ¢
With air: §

Fizgure 3. Principle of additivity of volunzes
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Heat balance

Heat transfer ccours in two cases: (1) when a difference of temperature
exists befween two media or between two points of the same medinm. or (2)
when there is a phase modification such as wvaporisation or boiling,
condensation, etc. Three heat exchange modes are possible:

- by contact. referred to as thermal conduction
- by movement of a fluid, referred to as thermal convection
- from a distance, referred to as thermal radiation.

Mass transfer also ocours in two cases: (1) when a difference of
concentration exists between two media or between two points of the same
medium, or (2) when there is a phase meodification such as vaporisation
condensation, etc.

Two mass exchange modes are possible:

- by contact, referred to as mass conduction
- by movement of a fluid, referred to as mass convection

Heat transfer is composed of five variables (Figure 4):

- the flux density of heat J; corresponding to the water evaporation at the
air/product interface:

[Eq. 10]

where: Jz = flux density of water (kg water . m? )
Ly = vaporisation heat of water (7. kg™

- the flux density of heat J, describing the exchange at the air‘product
mterface:

J! =h. I: Tzir - T>urr.a.'¢ l [Eq. 11]
where: L =heat transfer coefficient (W . m” K':}
T, = air temperature ("CorK)

T utface = temperature of the product surface (°C or K)

- the flux density of heat T3 corresponding to the heat transfer by conduction
between the product and the support:
IL=h_|T -T

s cumtact |

[Eq. 12]
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where: 5" = produect surface in contact with the support (m)
h’=Theat transfer coefficient (W.m™ K™Y
Tappes: = SUpport temperature ("Cor K)
Toamaner = temperatige of the product surface m contact with the support
(*C or K)

- the flux density of heat J; describing the radiation contribution:

Jo=e.0.(Ti -Tie.) [Eq. 13]
where: &= emissivity of the product ino dimension)
o= Stefan-Boltzmann constant (W.m™ K%

- the flux density of heat J. in the produet:

I, =AL(CT). ﬂ [Eq. 14]
&x
where: C =water concentration in the product (kg water . m”)
T = temperature of the product ("CorK)
h=heat diffusivity in the product (m” . 5)
Heat fimx
by radiation
T Heat fhux by Heat fiux by vaporisation
. L comvection of water
Air IT* 1,
RH, I
2
‘T'I
z
Yy endeim 1‘ T, Product
Suppaort (T} f I
Heat flun:
by conduction

Figure 4. Different heat fluwx densities to be taken into account in the case of a foodstuff
placed in an air flow
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It is assumed that heat diffosivity depends only on the concentration and
the temperature.

The evolution of the temperature in the product over a period of time is
given by

A_2len. & [Eq. 15]
a o 0 o)

1
.9

Resolution method

The resolufion was based on an explicit finite difference scheme with
centrally located differences. In order to obtain a good level of accuracy, series
of calculations were performed by refining the spatial discretisation unfil the
results did not wvary. The tume step was automatically adapted to obtain
convergence and to minimise the calculation time which was equal to a few
mimtes.

Predictive models of bacterial behaviour

Predictive microbiology conststs of developing mathematical models that
describe the effects of environmental parameters (temperature, pH, a,. etc.) on
the evelution (growth or destruction) of a mucrobial population or on the
production of metabolites. Many models have been built and describe the
behaviour of pathogenic bacteria (Lisferia menocyiogenas, Salmonella spp.
Staphylococcus  auwrens, etc)) or spoilage micro-orgamisms (Brochothrix
thermosphacta, Freudomonas spp)). Predictive mierobiclogy was also
developed to evaluate the effect of processing, distribution and storage
operations on the microbiclogical safety of foods [12].

Predictive microbiology models are composed of two parts:

- a primary mode]l which describes the evolution of the micro-organism
population as a function of time under the respected envircnmental
conditions, given the imitial population. Im the case of growth, four
parameters are needed: the imitial population (). the maximmm
population in the stationary phase (Np,,). the lag fime (Lag) and the
generation time (GT). In the case of decrease, two parameters are needed:
the initial population (N;) and the decimal reduction time (D7), Dy is the
time needed to cbserve a ten-fold decrease of the bacterial population at
temperature T.

- a secondary moedel which deseribes the relationships between
envirciumental conditions and the lag tume and generation time for growih
and the decimal reduction time for decrease.
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In cur study, we actually set up a predictive approach. As a consequence,
we first used the secondary model to calculate the growth or decrease
parameters under the conditions of our study and, secondly, used these data in
the primary egquation to predict the evolution of Listeria populations over a
period of time.

Bacterial growth model
Primary growth model

In predictive microbiology. many primary models are available. We chose
the simple model of Rosso ef al. [13], a delay logistic equation, e, with a
brealkpoint at the transition between the lag time and the exponential phase.
The differential form of the primary model 13 the logistic equation:

diN

L=p f(N) [Eq. 16]
Nodt ™ Lt
where: Wy, = maximmm growth rate (]1"]

t = time (k)
N, = bacterial population at time t (colony forming unit . g71)

The slowdown function f has the following form-

rxy=[1- | [Eq. 17]

L
where: N, = maximuom population (colony forming unit . g™)
The integrated form of Eosse’s equation 1s:

[t<Tag (N, )=IN,)
) ' (N . [Eq. 18]
tzlag W(N)=I(N_. )=l 1+ —2=-1 -expi—p,..,-i?-hgﬂ]

=0

where: N, = initial population {colony forming unit . 27
Lag =lag time (Ix)
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The maxsmum growth rate (py,,) 15 linked to the generation time (GT) by the
relation:

10(2)
= —— [Eg. 19]
Powe =~Gr

where: GT = generation time (I}

Secondary growth model

Secondary models correlate the growth parameters (maximum growth rate
and lag time) to the temperature, the pH and the a,. or other envircnmental
properties. We chose Aungustin’s cardinal model [14] as the secondary model
becanse: (1) it independently describes the effects of envirommental factors on
the growth rate and lag time; (2) additional factors can be added due to the
mmultiplicative structure of the moedel; (3) if the conditions are close to the
limits of growth of the micro-organism, improvements to the model can be
made by taking interactions between the envircnmental factors into account
[13]; and (4) the parameters of the model have a simple biological
significance. The parameters of Angustin’s model were fitted wsing a large
database on Listaria monocytogenes growth gathered from the literature [14]
and gave zood predictions of the growth parameters.

The secondary mode] used is the model proposed by Augustin [14]:

[Mase = Hege - €My (T).CM, (pH) .CM, (3, (Eq, 20]

|_!.,lm Lag=K

where: . = the maximum specific growth rate mn standard medivm at
optimal conditions of growth (h™)
E = constant depending on the physiological state of the inoculum
and on the product
CM, = the cardinal model of the nth order:

[0 XEX,
- | X K- Hoa ] .

O (XK= — 3 <X
LX) '|:<w—Xm|"'-'_|-"5m-Xr..'|3‘:'5"~;.:':xm‘xm:'-':(1"-]xw=‘-"5,..—15i::|T"' -
Lo X2X_

[Eq. 21]
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where: X, = environmental factor (temperature, pH or a,)
Xy = value of the environmental facter below which no growth
OCCIS
X p= value of the environmental factor at which pio,, 15 maximum
K = value of the envircnmental factor above which no growth
OCCIS
n = order in the cardinal model: n =2 for CM(T) and CM(a,). n=1 for

CM(pH).

In order to take interactions between environmental factors into account,
an additional equation is needed to calewnlate the mumimal wvalue of cne
emvironmental factor (3} as a function of the wvalue of two other
environmental factors (Y and Z):

X X e - (X - X% AC
in = “topt T\ topt T tmin [ | T, T |7 o |
min j min : I:__:"DF"-_\'EL'i]l ] [[zip[—zgu-u f:l_l :

where: X! = the value of environmental factor X below which no growth

occurs for Y, and Z,;,
Yv* = value of envircnmental factor Y below which no growth

occurs for X and 2,
2t = the wvalue of envircnmental factor Z below which no growth

mn

occurs for M and Yo,
3 Y and 7 are one of the three environmental factors: temperature,
pH and a,,

Bacterial thermal inactivation model
Primary model for thermal inactivation

Stnee we assumed that the decline of I monocytogenss was unmediately
exponential, the primary model used was a log linear one:

N(t)=N,.10% [Eq.23]

where: D; = the decimal reduction time at temperature T (s7)
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Secondary model for thermal inactivation

The secondary model vused for thermal decrease 1s the standard one: we
assumed that the heat resistance of Lisferia uwnder changing conditions can be
predicted from their behaviour at static temperatures. Thiz means that the
conduction heating of food is too fast to allow sufficient time for Listeria to
acquire any increased heat resistance [16]. We also considered that a thermal
decrease tock place as soon as the temperatwe was higher than T, (ie
45.5°C).

al=T

D(T) =Dy 10 [Eq. 24]

where: z = increase in temperature required to reduce the Do value to one-
tenth of its value at the lower temperature (°C)

Combined modelling approach

We developed an integrated methodology similar to that of Wilson er al
[17]. The models were combined according to the modelling strategy of Figure
5, to predict the behavicur of a bacterial population in‘on a focdstuff placed in
an air flow. The heat and water transfer models predict the evolution of the
temperature and the water content as a function of time and space (in the
direction z), if the characteristics of the air (velocity, temperature, relative
humidity), the heat and water transfer coefficients (h and k) and the heat and
water diffusivity (A and D) in the product are known. When combining the
sorption isotherm with transfer models, the water activity inside and on the
surface of the foodstuff can be caleulated over a pertod of time. The secondary
models calenlate the growth or inactivation parameters from the pH of the
product, the temperature and the a,. The two latter values are predicted by the
previous models. Using the primary model, the bacterial behaviour can be
predicted over a period of time.

This approach was validated in two different situations. The first case
comresponds to the industrial production of diced bacon. During its
manufacture, the foodstuff may underge a phase of maturation at a temperamre
somewhat close to the maximum temperature of growth. The global approach
allowed us to deternune the influence of heat processing regimes on the
behaviour of Listeria on fresh pork meat. Since the product is placed in sealed
bag, water transfer can be eliminated and cnly heat transfer considered. The
second case deals with a foodstuff drying at low temperature. This situation is
encountered in the case of cheese ripening or sausage fermentation. In this
case, only water transfers are to be taken into account since the temperature
fluctuates only shightly.
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First validation: Effect of a heating process

Context

The widespread cccurrence of L monocytogenes in the potk processing
mndustry, from the slanghterhouse to the cutting room [18]. malkes it nearly
impossible to avoid minor contamination during meat processing [19]. Thns,
raw meat products are considered to be cne of the most sensitive foods
concerned by the risk of L monocyiogenss contamination. In France, 16% of
the meat products tested between 1993 and 1994 were contaminated with this
bacteria [20]. The industrial production of diced bacon is at nisk of Listeria
contamunation. Therefore, there is a meed to understand and model the
behaviowr of Listeria during tlus process.

Experimental design

The major phases of the diced bacon process were replicated in the
laboratory: the formmlation (five pH: 3.0, 5.3, 3.6, 5.9, 6.2, and five a,: 0.93,
094, 095, 0.96, 0.97). the heat process phase (four heat processing regimes:
24020°C, 4h/42°C, I/48°C, 11/53°C) and the storage phase (at 20°C).
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Experimental methodology

L. monocytogenes behaviour was studied in artificially contaminated raw
minced pork meat. The experimental methodology consists of three stages: the
preparation of the meat, the heat process and the storage. Frozen minced pork
meat was idradiated using high electron energies (AERIAT, Strasbourg,
France) at 13 kGy, to eliminate the majority of natural flora in crder to work
with low-level contaminated samples. The pH and a, of the meat were
adjusted with auteclaved solutions of NaOH 1IN (Nermapur, Prelabe, France)
or HC1 1N (Bectapur. Prolabo) and NaCl (Normapur, Prelabe). respectively.
After pH and a, adjustments, meat samples were inoculated at a rate of 10°
CFU . g'] of meat. According to the detection threshold of the technique used,
the size of the inoculum made it possible to observe the growth, inlubition or
inactivation of Listeria.

Experiments were performed in an incubator (FC 90, Eurctherm. Dardilly.
France). A rectangle of raw minced meat was formed: its width was the same
as that of 3 400 ml stomacher bag (Interscience, Saint-Nom-La-Brétéche, France),
ie., 16.5 cm, with a thickness of 1 cm. The length was determined according to
the exact weight of the sample (24.4 cm for 400 g of minced meat).

For each of the 100 experiments, bacterial muneration was performed four
tunes: at the beginning of the experiment. at the end of the heat process step.
and four and six days after the end of the heat process step. These experimental
data were used to validate the integrated mode] prediction. For two conditions
of pH and a,, (5.6/0.96 and 6.2/0.97) and for the four heat processing regimes,
growth cwrves with 15 enumeration times were performed in triplicate. Those
data were used to optimise the parameters of the microbial secondary models.

During the heat processing of raw minced meat, its core temperature was
recorded (El-win and Easvlog software, Lascar, Wilshire, England). A
measurement was made every five seconds during the heat process step and
until the stability of the core temperature was reached during the meat storage
at 20°C (incubator type BE 300, Memmert, Schwvabach, Germany).

Estimation of parameters

The value of heat diffusivity A in the minced pork meat was optimised by
non-linear regression  (Excel. Microsoft, France) from experimental
temiperature measurements during both heat processing and storage phases.
The value was found to be equal to 9.10° m . s°. Figure 6 shows the
comparison between experimental and predicted temperatures by the heat
transfer model dning a heat processing regime of 40/'42°C and storage at 20°C
in the centre of the meat.

The cardinal values of pH. temperature and a, (Table 1) were those
proposed by Augustin [14] for the model developed, taking interactions
between environmental factors into account.
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Figure 6. Comparison of experimental data and predicted core temperature during a

hsat processing regime of 41042°C and storage at 20°C.

experimental data = 1°C:|—, predicted values: s

Table 1. Cardinal parameters of Lisreria monocyicgenes [14]
value

cardinal parameter with interactions  withowt inferactions
Tmin (°C) -30 27

Tnax (°C) 4535 435

Iup‘. |::C:| 37.0 37.0

By min 0,913 0910

By ope 0,997 (0.997

By max 1.000 1.000

PH,. 4.38 435

PH:.p: 7.10 7.10

PH, .. 961 9.6l

The mean value of constant K (Equation 20) was experimentally obtained
under static conditions and found to be equal to 1.944. The p,, value was
optimised by non-linear regression using data from the growth curves made
with 15 enumeration times during the four heat processing regimes. For the
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regimes 10W/48°C and 1W/33°C, only the data after the heat process step were
used. The optumal value of u.;, was equal to 1.90 &' The mean value of Mo
was 1.7 108 CFU . gy

The values of Dy, and z5 were optimised by non-linear regression by using
the population evolution when the heat process was conducted with T = T,y
We obtained a Dy of 117 57 and a z, of 7.4°C.

Estimation of confidence interval of model predictions

A Mente Carlo analysis was performed in order to determine the 90%
confidence interval of the medel predictions. We assumed that the
experimental error was equal to = 0.7 U Log.

The modelling approach
In order to simplify the modelling approach, we considered some
quantities to be negligible:

- the resistance to heat transfer of the stomacher bags in which the meat
was packed before heat processing

- the radiation heat transfer

- the water transfer through the bag between meat and incubator
atmosphere

- the water transfer inside the product

On the basis of these assumptions, we could then limit ourselves to the
heat transfer inside the product and at the product/air interface, on the one
hand, and to bacterial growth and inactivation models, on the other.

Validation of the integrated model
Figure 7 shows some predicted Listeria kinetics. We considerad that:

- when the four experimental data points = 0.7 U Log were included in the 20%:
confidence intervals of the predicted kinetics, prediction was cotrect;

- when one or more experimental data points = 0.7 U Log was higher than the
90% confidence intervals of the predicted kinetics, prediction was not correct
and fail dangerouns;

- when no point £ 0.7 U Log was higher than the 90% confidence intervals of
the predicted kinetics and one or mere experimental data points = 0.7 ULeg
was lower than the 90% confidence intervals, prediction was not cotrect and
fail safe.
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(@) 24W20°C - 2, 094 —pH 33 (b} 24W/20°C — 3, 0.94 —pH 6.2
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gl i Lags
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with in crdinate, one line each 0.5 Log

Figure 7. Vahdation of the mitegrated modsl Expenmental data = 0.7°C (expenimental
grror): —e—; 90% confidence intervals (caleulated by Monts Carlo analysis)
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On Figures Ta and 7g, Listeria population remained constant (afrer the
decrease during the heat processing regume for 1W/33°C) and was correctly
predicted by the combined models. The growth of Lisferia 1s accurately
predicted on Figures Tb, 7d and 7h. Even when the Lisferia growth is slow,
models give cotrect predictions (Figure 7f). For 4d42°C — 5, 095 —pH 5.9
(Figure 7c). the prediction iz fail safe since the population at time 4h is
overestimated compared fo what was observed. On the confrary, prediction of
Listeria growth for 10/48°C — a, 0.94 — pH 5.6 (Figure Te) is fail dangerous.
Indeed, at 168 hours, the Listeria population 1s underestimated.

7 | | | | | i
= &4 e om0
! ! ! ! ! !
e [ H [ D e
lﬁ 1 1 1 1 1
: . Lom ™ '\ m
; ; ; ; ; :
085 f-—---- 4-msmom- pommmee 4rmm o ymommme- Fo----- -
1 1 1 1 1
s 4 d i m jm "
- 1 1 1 1 1 1
! ! ! ! ! :
084 4-—=---- [ P — bm—————— [ R — - Feemm———— f
A
P S = I ! i
[ S— N R R I A L
1 1 1 1 1 1
L s s s s s
! & N & 1 O
0.92 ! ! ! ! ! ;
49 5.1 53 55 57 59 6.1 6.3
pH

with in ordinate one line each 0.0] aw and with x-axis one line each 0.2 pH unit.

Figure 8. Evaluation of the performance of the Augustin medel as a function of pH
and a, for heat processmg regime 1LW4E°C. closed symbol: accurate predichion, all
experimental points = 0.7 U Log mside the 90% confidence interval of the Aungustin
madel. open symbel: farl-dangerous prediction, one or mors experimental powt(s) = 0.7
U Log cutside the 90%: confidence interval of the Augustm model. w or o: conditions of
pH. ay for which growth was observed (final ncreass in population higher than 1.0 T
Leog) for a heat processing regime of 1h/d8°C, followed by six davs of storage at 20°C.
A or A: conditions of pH and ay, for which no zrowth was observed (final mcrease m
population equal eor lower than 10 U Leg) for a heat processing regime 1h/43°C,
followed by six days of storage at 20°C.
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In the 25 conditions tested for heat processing regime 1W/d8°C, the use of
an integrated approach made it possible to predict Lisferia evolution during the
experimental process of diced bacon, given the heat processing regime and
formmulations (a,/pH) (Figure 8). Indeed. 80% of the predictions for the heat
processing regime 1h/48°C were correct. Nevertheless, the accuracy of the
predictions decreases for conditions near the limit of pH and a, compatible
with the growth of the bacteria. Moreover, when predictions are not comect,
they are always fail dangerous.

For 24h/20°C, 84% of the predictions are correct, 60% for 4h/42°C and
52% for 1L/53°C.

Second application (validation): Effect of a drying

process on Listeria growth

Context

The zafety and quality of foods depend on parameters such as processing
procedures. The conditions in which the process is applied determine the
microbial guality of the product. During cold storage, meat cooling or
matwration of fermented sausages. foods often encounter variable air
conditions (temperature (T, °C), velocity (V, m . s']:l and relative humnidity
(RH, %0)). These changes can affect bacterial behaviowr and growth may ocowr
on the surface of the food. In most cases, the water activity on the surface (a, ;)
of the food may not be equal to the global a, of the food because of the
phenomena of diffusion, water and mass transfer. As a consequence, a,,
cannot be considered equal to BEIL100.

This work has focused on water transfer and changes in a,, of food for
two reasons: the a,, cannot be directly measwred and studies in predictive
microbiology have shown that bacterial growth rate greatly varies in the
narrow range of a, between 0.9 and 1. The water transfer model [21] was used
to predict the surface water activity as a function of the processing variables
(V. T. RH of air) and the product characteristics (water content, X (kg
water . kg dry matter™), diffusivity, D (m* . s']j. The aim of this work was to
validate the use of the water transfer model combined with a predictive
bacterial model to predict the growth of Listeria fnmocua inoculated on the
surface of a gelatine gel when it was placed in an air flow.

Experimental methodology

The growth of L. innocua CLIP 205935 was investigated in a tryptic meat
broth that contained gelatine to solidify the medium. The mitial properties of
the gelatine gel were a, =0.98, X = 2 kg water . kg dry matter™ and pH 3.3,
The inoculum level was between 10° and 10* CFU . g*.
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Inoculated samples were incubated in a wind tunnel [22] in which the air
characteristics (T, V. EH) could be controlled. At each sampling time, the top
of the inoculated samples was removed and analysed for viable counts.
Temperature was set at 18°C and three conditions of velocity and relative
mmidity (V. RH) were tested: M1: (23 m _ 57, 955%), M2: 23 m . 5™,
91.9%) and M3: (4.6 m . 5™, 92.6%) (Table 2).

Table 2. Conditions of meubation during the experiments mvelving growth at the
surface of the zal in the wind tunnesl

experiments M1 M2 M3
drying time (h) 216 216 216
Ty (°C) 178 179 179
Taew paine (7C) 17.1 16.8 16.6
average BH (%) 955 91.9 926
Vim.s" 2.3 2.3 46
Xo (kg water . kg dry matter™) 206 2.00 2.06
mitial a; 098¢ 0990 0.983
mnitial pH 5.66 5.66 5.64

Estimation of parameters

The use of the water transfer model reguires various parameters: water
transfer coefficient at the air'product interface (k), sorption 1sotherm and water
diffusivity in the gelatine gel (I)). Parameter k was estimated from drying
experiments of gelatine gel at 18°C. Gel samples were placed in the working
area of the wind mnnel and only the upper surface of the gel was in contact
with the air flow. The estimated value of k was found to be equal to 0.022
m. 5. The experimental sorption curve of gelatine gel was fitted with the
Ferro-Fontan equation [23]:

|- ax [Eq. 25]

| g )

In

Parameters were estimated by Baucow [21]: « = 3.42 107 ; ¥y=1.00 and E.=
1.531. The water diffusivity D depends on the water content of the gelatine gel.
An empirical equation was determined by Buiz-Cabrera [9]:
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[estaeltixl)

D=a.e ! (aX+b) [Eq. 26]
with 2 =0.137 1 b= 1.5 10 : ¢ =-19.21: d = 22.94: f = -0.573.

Tlree experiments were carried out (Table 2) at 18°C to validate the
prediction of the water transfer model. Since surface a, could not be measured
during the experiments because ifs value depends on the local water content ar
the surface of the product and that is directly connected to air flow properties.
comparisons of the experimental and predicted average water content of the
samples were made. Figure 9 shows that the water transfer model accurately
predicts the water content of the zel after different drving times and for relative
humidities ranging between 92% and 96% and air flow velocity between 2 and
5m.s" [24].

20
18
= 16
-
3
2 2
: 14+— m A2 _ >
= ——M2 predict.
= A1
" a
1.2 +—— —MI predict.
* A3
= A3 predict.
11|} 1 1 1 1 1 1 1
0 24 43 T2 £l 110 144 163 182
Time (h)
Figure 9. Experimental and predicted average water content (X)) in gelatine zal

samples from Lime 1 at 18°C in the wind tumnel after different drying times and
different conditions of relatrve humidity (BEH) and velocity (V) of air [24] at M1 [REH =

05.5%, V=23m. ':']]. experimental {0} and predicted (— —) water content; at M2
[EH=92% V=23m. ':'1]. experimental (W) and predicted ¢ Y water content; at
M3 [EH =925%, V=46 m . i'l]: experimental (%) and predicted (- - -) water
content,
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Amngustin’s cardinal moedel was first validated on data of L. fmsocua grovwn
it broth. Lebert et al. [25] had measured the growth kinetics in broth in which
the a, was controlled by the addition of sclutes. They showed that the
assumption [y, % Lag] = constant could not be applied [26]. Consequently, a
lag model was set up, independently of the g, moedel The equations used
functions similar to those of the p.,, model: the parameters in the pg,, model
and Lag model were those proposed by Augustin (Table 1). a, pp and Lo, for
the Lag model and a, e and po, for the pp,, model were fitted with the
experimental data.

! CM ,(T).CM | (PH)CM ,(a,) [Eq. 27]
Lag Lag,, : S
where: Lag,y = minimum lag time cbtained in standard medivm under

optinmum growth conditions.

Lebert ef al. [25] showed that growth in broth in which a, was contrelled
by the addition of NaCl, was faster at a stmilar a,; than growth at the suwface of
the gelatine zel in which a, was controlled by the q111a.11ti'r§,' of water expressed
as the water content (kg water mass . kg dry mass™ ). The model validated in
broth could not be wvsed to predict the bacterial growth in gelatine gel. A
specific bacterial growth model in gelatine gel was fitted on the experimental
data [253] and the optimised parameters are summarised in Table 3. The
cardinal values for temperature, pH and a,, ,,; were those presented in Table 1
(for the model without interactions). The model in gelatine gel was validated
ont bacterial growth uwnder dynamic conditions of a. during experiments
performed in the wind tunnel.

Table 3. Mod:ified cardinal parameters of Listeria monocyrogenes [26].

Cardinal parameter g model Lag model

3w 0927 0.905
A ot 1.000 0.992
I gt 1.380

1/Lag o 0.460
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Validation of the integrated model

When the relative humidity decreased from 95.3% to 92% at the same
veloeity, the growth was slowed down after 48 howrs of incubation and the
maximal population decreased from 8.9 to 7.3 logyy (CFU . cm™). When the
veloeity was twice as great at a similar relative humidity of about 92%, a
decrease in growth was observed as well. Growth was stopped after 24 hours
of incubation at a relative midity of 92.5% and a velocity of 4.6 m . 57 and
the maximuum population did not exceed 3 logyy (CFU . cm™). The different
behaviowr of L imnocua under the three drying conditions was accurately
predicted by the combined model (Figure 10).

As previously reported, the a, cannot be measured on the surface
of the gel under drying conditions since no technique exists to precisely
measure the a, at a particular point of a product. The predictions of
the combined thermodynamic and transfer models compensate for the lack of
technigques. The eveolution of the predicted a, under each drying condition
clearly explamned the different growth observed. It was demonstrated that
the minimnm a, for growth on the surface of gelatine gel ranged between
A, 0.935 and 0.946 [24]. As scon as the predicted swface a, reached 0.94,
that 13, in the range of the mininmm a, for growth, the growth stopped
(Figure 11).

10

g BH=08554 v=23m’

EH=8%% v=13m’

T 16N}

RH =0250 v=4 6 m's

48 T %6 1M 144 186 182 116
Time ik}

Figure 10, Measured and predicted zrowth of L. immecua CLIP 20595 at 183°C m the
wind tunnel as a function of the relative humidity (RH) and velocity (V) of air at [RH =
935%, V=13 m .57, expenimental (O) and predicted i— —) growih; at [RH =
02%, V=23m. :'.':: expermmental (W) and | ) predicted growth; at [BH = 82 5%,

V=46m. :Cl]: experimental (#) and predicted (- -) growth.
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Figure 11. Predicted surface aw profiles (—) caleulated with the measured BEH profile
(- -1 using the combined water transfer mode] and the thermodynamic modsl for thres
growths of L immocua CLIP 20395 (O). Expenments performed at 18°C in the wind
tumnel: (3) [EH=955% and V=23 m. s, (B)[RH=92%,V=23m.5"] and (c)
[RH =92.5%, V=46 m .Y = minimum a, range for L. innecua CLIP 20593
growth on gelatine gal measured by Lebart ar al [25].
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Conclusion

In this work, we attempted to validate the vse of this integrated modelling
approach on the basis of two examples, the effect of a diving process and the
effect of a heating process on Listeria behavious:

- the first one made it possible to describe the growth or inactivation of
L. monocyrogenes in raw pork meat batter during heat processing and storage,
given the heat processing parameters. the properties of the medium and the
cardinal values of the bacteria.

- the second one made it possible to deseribe the growth of L imnocua at the
surface of a gelatine gel when placed in an air flow, given the diving process
parameters, the properties of the medivm and the cardinal values of the
bacteria.

Many conventional food processes entail the evolution of physical factors such
az temperature (steaming, cocling, cooking, efc)) or water activity (diving,
cooking). Those factors have a great influence on the gualities of the product:
volution of the structure, of the sensory guality. of the microbial flora, efe.
Therefore, it 1s essential to take the dynamucs of temperature and a,, (according
to time and space) into account i order to accurately predict the evolution of
the food contamination during a process. Nevertheless, the measurement of
temperature of water activity at each point of the food at each point in time is
not concetvable and is sometimes impossible. Furthermore, control variables
applied during a process, such as V and RH, are not directly linked to a,
properties, the required parameters linked to bacterial growth models. The
global approach by integration of mass and heat transfer model into bacterial
models is thus indispensable.
Such an integrated approach, taking the characteristics of the medium the
bacteria and the process into account will be useful for predicting food safety.
It will also have many applications in HACCE and risk analysis.

Nomenclature

iy water achvity of the product

Agpny  Maximum water activity

Ay pein mmimur water activity

C— opimum water activity

A water acivity on the surface of the product

C volumetric water concentration m the product (kz water . r:|.1'3:|
Coir water concentration in the air (kg water . m'3:|
Coxface  Water concentration in the air in contact with the preduect (kg water . r:|.1'3:|
D water diffusivity m the product (™ . =

o' effectrve water diffusivity in the solid-coordinate svstem (]12[)_-:'. Wiattar - )
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Dy

ep
GT

I——

decimal reduction dme af temperature T

thickness

gensration Hme

heat transfer coefficient between product and air

heat transfer coefficiant

haat transfer coafficiant between product and support
water flux density at the an'product mterface

water flux density n the product

heat flux density due to water evaporation

heat flux density at the air‘product interface

heat flux density betweasn the product and the support
heat flux density by radiation

heat flux density in the product

= Water .

constant depending on the physiclogical state of the neculum and on the

product

water fransfer coefficient at the air'product mterface
watar transfer coefficient

width

length

laz time

optimal lag time

vaporisation heat of water

-1
(m.s")

(m . 5'1}
(m)
(xa)

order in the cardinal model: n =2 for CM(T) and ChMia,), n=1 fc-nr CMipH).

mmitial population

bacter:al pepulation at fime ¢
maxmmum population

partial pressure of air at temperature T
hydregen potentizl

maximum pH

optmum pH

relative humidity of the am

product surface m contact with air
product surface m contact with the support
temperaturs

temperatura of the product

alr temperatura

{colony forming unit . g
(colony forming unit . g
(colony forming unit . g

1

LA

-1

)
)
)
(Fa)

(%s)
()
(m")
(*Cor K)
(*Cor K)
(*Cor K)

temperature of the product swrface in contact with the support{™C or K)

dew point temperature
maximum femperature
minimum famperature
opfimum femperature
support temperature

surface product temperaturs
fime

air veloctty

volumes of the produet

Ve Mame Partial volume of the dry water

(*Cor K)
(*CorK)
(*CorK)
(*CorK)
(*Cor K)
(*CorK)

237



Publications, articles et communications

238

322 Veronique Zulisnd ar al.
Vs partial volume of the water (m3}

X water content z water . kg dry matter't}
3y mrtial water content of gelatma zel (kz water . kg dry matter'l'}
X average water content z watar _ kg dry matter'l'}
Xear environmental factor (famperature, pH or a,)

Kmin value of the environmental factor below which no growth ccours

Hop value of the environmental factor at which ly,, 15 optimum

e value of the environmental factor above which no growth cccurs

value of environmental factor X below which ne grewth seeurs for Wy and

Yo value of emvironmental facter Y below which no growth oceurs for X, and
Zom

ZL" wvalue of environmental factor Z below which no growth oceurs for Moy and
Vo

zp mcraase In temperature required to reduce the Dt valus to one tenth of 1=
value at the lower femperare ("Cor K)

Zpoane  thickness or length of the product [z}

Zhey Matter 1enEth due to dry water (1)

- — length due to water ()

E emissivity of the produet (no dimensien)

1 haat diffusivity in the product m® . %)

POy Mater demsity of the dry matter (kg dry matter . rn'3]|

Frasse density of water (kg water . m'j}
Stefan-Boltzmann constant W . m?. K_‘:l

E solid coordinate

Mgt maximum specific growth rate m standard medium at opimal conditions of
growth &Y

[T— maximum specific zrowth rate fh']j
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Abstract

Listeria monocytogenes 14, isolated from an industrial pork batter, was inoculated into ground
pork. The influence of a heat processing regime (4h at 42°C, 1h at 48°C, 1h at 53°C),
including a control treatment (24h at 20°C), and a storage phase (at 20°C), on the behaviour
of L. monocytogenes, was studied. The effects of two others factors, pH (5.0, 5.3, 5.6, 5.9,
6.2) and water activity (0.93, 0.94, 0.95, 0.96, 0.97), were also tested, in combination with the
heat processing regime.

For the specific heat process phase, ay, the heat processing regime and their interactions with

pH or ay, have a significant effect on the behaviour of L. monocytogenes. During the storage
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phase, all parameters tested and their interactions were also significant. Nevertheless, the area
in which the growth of L. monocytogenes was observed at the end of the experiment was not
influenced by the heat processing regime tested. On the contrary, pH, a,, and their interactions
were particularly significant. The boundary of the growth area which delimits environmental
conditions where growth was higher than 1.0 Log CFU/g from those where growth was lower

than 1.0 Log CFU/g was correctly predicted by Augustin’s secondary model.

Keywords: Listeria monocytogenes, pork meat, growth capacity, ay, pH, heat processing
regime, Augustin’s model, boundary of growth area

1. Introduction

Bacterial food diseases frequently occur in developed countries with significant health and
economic consequences. In 1999, 660 clusters were reported in France (Haeghebaert ef al.,
2002). Most of these diseases involved classic pathogenic microorganisms such as
Salmonella, Staphylococcus aureus or Clostridium perfringens. Other bacteria, referred to as
new emerging pathogens, such as Listeria monocytogenes, were involved as well (Buisson et
Teysou, 2002). This bacteria is problematic because of its ability to grow over a wide range of
temperatures (-2.7 to 45.5°C), pH (4.5 to 9.6) and water activity values (ay) (0.91 to 1.0)
(Augustin, 1999), enabling it to survive in many foods. Over the last 15 years, L.
monocytogenes has often been involved in meat disease outbreaks: in France, in 1992, 279
people became ill after consumption of pork tongue in aspic; a year later, potted minced pork
was responsible for 33 cases (McLauchlin, 1996). More recently, in 1998, a listeriosis
outbreak occurred in the USA involving frankfurters and affected 50 people (Stekelenburg,
2003).

Among the food groups consisting of seafood, baked goods, vegetables, dairy or meat
products, the latter is the most frequently contaminated with L. monocytogenes. In France,
16% of the meat products tested between 1993 and 1994, (Pierre et Veit, 1996) were
contaminated by L. monocytogenes. Raw minced meat (36% of the analysed samples were
contaminated) and cooked minced pork (45%) are particularly concerned. In Belgium,
between 1997 and 1998, L. monocytogenes was isolated from 18.3% of the 308 pork bacon
samples tested (Uyttendaele ef al., 1999).

Thus, delicatessen products are frequently contaminated by L. monocytogenes as a result of
the use of contaminated raw material. During the process, the physico-chemical properties of

delicatessen products are modified. For example, the temperature of the product increases
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during heat processing, commonly used for delicatessen products (Durand, 1999). Depending
on the formulation, pH and a,, may also be modified as a result of the addition of NaCl, sugar
and additives (with antibacterial activities) such as nitrite or organic acid salts.

In this study, we focused on pH, a,, and heat processing regime. The effects of these
factors on the behaviour of the L. monocytogenes inoculated into ground pork were studied
during the heat process phase and the storage phase at 20°C. Our aim was to analyse each
phase, one by one, in order to determine the parameters and their interactions that have an
influence on the evolution of contamination during a process composed of formulation, a mild
heat treatment and a storage phase. Growth was considered to be significant when the
population increased by more than 1.0 Log Colony Forming Units-CFU/g. This value (1.0
Log CFU/g) was used to delimit the boundary between the growth and no-growth areas, as a
function of pH and a,, for a given processing regime. An attempt was then made to predict

such a boundary.

2. Materials and Methods

2.1. The organism used and preparation of inoculum

Listeria monocytogenes 14, serotype 4b, is a fast growing strain (Bégot et al., 1997),
isolated from an industrial pork batter {Bégot, Lebert, et al. 1997 #1453 }. Before being used,
it was stored on glass beads at -20°C.

Stationary phase inoculum was obtained after three subcultures in 10 ml Brain Heath
Infusion (BHI, Oxoid, Dardilly, France), incubated at 37°C in a rotary shaker (Novotron,
Infors, Massy, France) at 150 rotations per minute (rpm). The first one was inoculated with a
bead and incubated overnight. The second subculture was then inoculated with 59 ul of the
first one, diluted to 1/10. After eight hours of incubation, the last subculture was inoculated
with 84 ul of the second one, diluted to 1/10 000, and incubated overnight. This provided a

three-four hour stationary phase inoculum containing about 10° CFU/ml (Leporg, 2001).

2.2. Media and reagents

NaCl (Normapur, Prolabo, Fontenay-sous-Bois, France) was added to adjust the a,, of the
meat. HCI (Rectapur, Prolabo), IN or NaOH (Normapur, Prolabo) 1N were used to adjust the
pH. NaCl powder, HCl and NaOH solutions were sterilised by autoclaving for 15 min at
121°C to prevent contamination of the meat samples. In order to keep powder dry during
autoclaving, NaCl was put in test tubes with a top.

Palcam agar (Biokar, Beauvais, France) was used for enumeration of L. monocytogenes

and Plate Count Agar (Biokar) for total counts. Tryptone (0.1 w/v %, Biokar) -NaCl (0.85 w/v
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%, Prolabo) water was used for all serial dilutions and for dilution of the inoculum. All media

and diluents were autoclaved at 121°C for 15 min.

2.3. Experimental design

In order to study the influence of the heat processing regime and the formulation (ay, pH)
on the behaviour of L. monocytogenes, a complete factorial design (four x five x five) was
used.

The effects of the heat processing regime (4h at 42°C, referred to as 4h/42°C; 1h at 48°C:
1h/48°C; 1h at 53°C: 1h/53°C; and a control treatment, 24h at 20°C: 24h/20°C, i.e., at storage
temperature), pH (5.0, 5.3, 5.6, 5.9, 6.2) and a,, (0.93, 0.94, 0.95, 0.96, 0.97) were studied.

The four processing regimes were chosen in order to replicate actual industry practices as
closely as possible.

High values of pH and a,, tested were close to the average ones found for commercial
diced bacon. The low values corresponded to those frequently found for other typical raw

meat products (Pidcock ef al., 2002 ; Cole et al., 1990).

2.4. Experimental procedure

2.4.1. Meat decontamination
In order to work with meat samples which where equally contaminated and had low initial
contamination, meat was irradiated using high electron energies (AERIAL, Schiltigheim,
France). First, the fat was removed from shank-free pork shoulders. The meat was then
minced and rectangular samples (length: 20 cm; width: 15 cm; thickness: 1.3 cm) of about
400g were vacuum packed, frozen at -20°C and irradiated with a dose of 15 kGy. This dose
was chosen because it was the minimum dose that allowed the decrease of the bacterial

population without forming too many oxidation compounds (Farkas, 1998).

2.4.2. Adjusting a,, and pH
After thawing the meat at 4°C, the a,, was adjusted. 3.6 to 8.6% (w/w) NaCl was manually
mixed with about 1/5 of the meat (using sterile gloves). The rest of the batter was then
progressively added. The a,, was measured at 20°C after adjustment of the pH with an electric
hygrometer (ay-sprint TH500, Novasina, Roucaire, Nice, France). Six standards (Novasina)
were used to calibrate it. At 25°C, their a,, was: 0.113, 0.328, 0.529, 0.753, 0.901, 0.980
+0.003.
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After adjusting the a,,, meat pH was adjusted: NaOH or HCI solutions were gradually
added to the meat and mixed to obtain the desired pH, which was measured using a MP230
pH meter (Mettler Toledo, Viroflay, France) and an Inlab 427 penetration probe (Mettler
Toledo). The temperature was controlled with a probe (30K NTC, Mettler Toledo) connected
to the pH meter. Three standard solutions with pH values of 4.01, 7.00, 9.21 £0.02 at 25°C
(Mettler Toledo) were used to calibrate it.

These two phases were carried out in a laminar air flow cabinet, NU 425-400 (NuAire,
Saint Ouen 1I’Aumone, France), to prevent the contamination of the meat. They took place 24
hours before the meat was inoculated and the samples were then stored at 4°C until the

beginning of the experiment.

2.4.3. Meat inoculation
Meat samples were inoculated at a rate of 10° cells per gram of meat. According to the
threshold detection of the technique used, this inoculum size made it possible to observe the
growth, inhibition and decrease of L. monocytogenes. The subculture was added to the meat
in a closed stomacher bag. The contents of the bag were then mixed by hand in order to obtain

a homogeneous concentration of bacteria.

2.4.4. Heat processing
To guarantee the homogeneity of the heat process for all of the experiments, a rectangle of
meat was formed: its width was the same as that of the 400 ml stomacher bag (InterScience,
Saint-Nom-La Bretéche, France), i.e., 16.5 cm, with a thickness of 1 cm. The length was
determined according to the exact weight of the sample (6.1 cm for 100 g of minced meat).
Heat processing took place in a forced air incubator (FC 90, Eurotherm, Dardilly, France).
During each heat process, the temperature of the incubator was recorded to control its stability

(El-win and Easylog software, Lascar, Wiltshire, England).

2.4.5. Bacterial enumerations
For each of the one hundred conditions included in the experimental design, four meat
samples were analysed for L. monocytogenes numbers: at the beginning of the experiment
(to), at the end of the heat process phase (t;), during storage at days four (t4) and six (ts).
In addition to the kinetics of the experimental design, kinetics with 15 enumeration times

(including toy, t;, ts, ts) were performed in triplicate at pH 5.6/a,, 0.95 for the four heat
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processing regimes (including control treatment) and at pH 6.2/a,, 0.97 for the control
treatment.

The storage time of the experimental design (six days at 20°C) was chosen because it
corresponded, at refrigeration temperature, to the length of time between production and the
use-by-date of commercial delicatessen products such as diced bacon (45 days when it is
stored at 4°C). Indeed, in previous experiments, the first signs of microbiological degradation
of commercial diced bacon (expansion of the packaging tray, greenness of meat) were
observed after six days of storage at 20°C.

The t; enumeration made it possible to study the evolution of the L. monocytogenes
population during the heat process phase. The enumeration at t4 was essential to plot kinetic
curves.

Enumeration of total bacterial count was made one time for each experiment just before
meat inoculation. The contaminated L. monocytogenes meat was heat processed and finally
stored at 20°C in a refrigerated incubator (KB 240, Binder, Tuttlingen, Germany). This
storage temperature, higher than those found in the commercial cold chain, made it possible to
reduce experiment time.

For each enumeration, 20g of meat were aseptically removed from the packages and placed
in stomacher bags with 180 ml of tryptone-salt water. Samples were then stomached in a
Model 400 Lab Stomacher (InterScience) for 1 min and serial dilutions were carried out. All
platings were made in duplicate using a spiral Plater (InterScience). Plates were incubated
(incubator type BE 500, Memmert, Schwabach, Germany) for 24 to 48h at 37°C for Palcam,
72h at 30°C for PCA, and then enumerated.

2.5. Data analysis

The one hundred conditions included in the experimental design were broken down into
three phases:

- the first, between ty and t;, corresponded to the heat process phase.

- the second, between t; and ts, corresponded to the storage phase.

- the third, between t, and ts, corresponded to the global phase.

2.5.1 Study of the growth capacity
We calculated a growth capacity (GC) that characterises the evolution of the population
during each phase as described below:

- for the heat process phase: GCt,;/to = Log (N at t;) — Log (N at ty)
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- for the storage phase: GCts/t; = Log (N at ts) — Log (N at t;)

- for the global experiment: GCts/t) = Log (N at ts) — Log (N at to)

where N is the L. monocytogenes concentration in CFU per gram of meat.

In order to study the influence of pH, a,, heat processing regimes and their interactions,
GC data were used to perform multifactorial analysis of variance (ANOVA) using Statistica

6.0 software (Statsoft, Maisons-Alfort, France).

2.5.2. Modelling

Two models were necessary to model bacterial growth needs:

- a primary model for describing the evolution of the bacterial concentration as a function
of time. The logistic growth model with delay (Rosso ef al., 1996) was used. The curves were
then characterised by maximal growth rate (Umax), lag time (lag), initial bacterial
concentration (Ny) and maximal bacterial concentration (Np.x). Using experimental values for
No and Ny equal to 1.65.10° UFC/g, we optimised pmax and lag values with Rosenbrock’s
method, followed by the Quasi-Newton method (Statistica 6.0).

-a secondary model for describing the influence of ay,, pH, heat processing regimes on pmax
and lag. The cardinal model with interactions developed by Augustin (Augustin et Carlier,
2000) was used. Its parameters (optimal growth rate-po,- and K, which links lag with pmax)

were optimised using Newton’s method (Excel, Microsoft, Courtabceuf, France).

3. Results

3.1. Experimental variations

Four replicates of the experiments in the centre of the experimental design (pH 5.6/ay, 0.95)

and for the four heat processing regimes tested (including the control treatment) were
performed. The mean and the standard deviation of the GC were calculated (Table 1).
During the heat processing phase, the standard deviation was lower for the control treatment
(24h/20°C), compared to the three others. During storage, the standard deviation was similar
for the four processing regimes (including control treatment). For the global experiment, it
was lower for 4h/42°C and 1h/53°C than for 24h/20°C and 1h/48°C.

For the three processing regimes and the control treatment, regardless of the phase studied,
the variation coefficient (absolute value of the ratio of the standard deviation to the mean
value) was lower than 0.20. For the GCt¢/t; and the GCts/ty, the variation coefficient was

between 0.03 and 0.07.
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3.2. The heat process phase

Table 2 compares the GCt,/ty under the one hundred conditions tested (three heat process
regimes and the control treatment x five pH x five a,,). We decided that at a GC value lower
than -1.0 Log CFU/g, the combination of pH, a,, and the heat processing regime resulted in a
decrease of the number of L. monocytogenes (inactivation). When the GC value was higher
than or equal to -1.0 Log CFU/g and lower than or equal to 1.0 Log CFU/g, inhibition of L.
monocytogenes was considered, and when the GC value was higher than 1.0 Log CFU/g,
environmental conditions were favourable to L. monocytogenes growth.

We thus concluded that during the heat process phase, the L. monocytogenes population
survived in 88 of the one hundred conditions tested. Out of the 12 other conditions, three
resulted in L. monocytogenes growth and occurred only in the control treatment 24h/20°C, (ay,
0.97/pH 6.2 - ay, 0.97/pH5.9 and a,, 0.96/pH 6.2) for conditions which combined high pH and
high a,. These results are indicative of the considerable influence of pH and a,, on the GCt,/to.

The most effective heat processing regime to reduce the L. monocytogenes population
during the heat process phase was the 1h/53°C treatment. Indeed, the nine conditions where
the L. monocytogenes population decreased were:

- during the 4h/42°C process (two conditions) for pH 6.2 at both a,, 0.95 and 0.94,

- during the 1h/53°C process (seven conditions). Main decreases occurred for pH values
equal to 5.9 or 6.2 and six out of the seven when a,, was greater than 0.95; the decrease in the
number of L. monocytogenes was the highest when pH and a,, were closer to the optimal pH
and ay, for L. monocytogenes growth, i.e., 7.1 for pH and 0.997 for a, (Augustin, 1999).

In order to statistically determine if the heat processing regime (with the control treatment),
the a,, and the pH influenced the GCt;/t), an ANOVA was carried out (Table 3). Results show
that a,, has a significant effect on the behaviour of L. monocytogenes during the heat process
phase. Three others factors have a highly significant effect: heat processing regime,
interactions between heat processing regime and pH (heat processing regime*pH) and
interactions between heat processing regime and ay, (processing regime*ay). These results
emphasized the considerable effect of the heat processing regime during this phase. Indeed,
the use of drastic time/temperature conditions during this process is an effective method for

reducing the L. monocytogenes population.

3.3. The storage phase

Following the heat process, meat samples were stored at 20°C for six days. The influence

of pH, ay and heat processing regime were studied.
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For the one hundred conditions tested, the GCts/t; were calculated (Tables 2 and 4).
Growth (GCte/t; > 1.0 Log CFU/g) was observed for 71 conditions. Inhibition (-1.0 Log
CFU/g < GCt¢/t; < 1.0 Log CFU/g) of the L. monocytogenes population was observed for 29
conditions and no inactivation (GCts/t; < -1.0 Log CFU/g) was observed. Contrary to the heat
process phase, the storage phase was generally favourable to L. monocytogenes growth.
Moreover, the influence of pH and a, on the GCt¢/t; was very pronounced for the four
treatments (three heat processes and the control) tested.

Most of the conditions where the L. monocytogenes population remained constant were
those for which the pH was lower than 5.9 and the a,, lower than 0.95. Therefore, reducing pH
and a,, is an effective method for controlling bacterial development. On the contrary, the
increase of those parameters resulted in an increase of the L. monocytogenes population,
except for 24h/20°C. Indeed, after the control treatment, growth (GCte/t; > 1.0 Log CFU/g)
actually only occurred in 16 out of the 25 conditions. For some conditions of the other nine
combinations (when pH and a,, were high), growth had already begun during the control
treatment phase (see Table 2, GCt/ty). Six a,/pH formulations did not result in L.
monocytogenes growth after 1h/53°C, eight after 1h/48°C and six after 4h/42°C.

ANOVA (Table 5) carried out on the GCtg/t; confirms our observations. Indeed, pH, ay,
heat processing regime (including control treatment) and heat processing regime*pH and
ay*pH, as well, have a highly significant effect on the growth of L. monocytogenes during the

storage phase. Heat processing regime®*a,, is also significant.

3.4. The global experiment

Study of the kinetics of the bacteria demonstrates the effect of pH and a,, (Figure 1). For
pH 5.0 and heat processing regime 4h/42°C (Figure la), bacteria survived during the heat
process phase. Then, during storage, the growth of L. monocytogenes was only observed at a,,
0.97 and 0.96. The stationary phase was not reached for some of the conditions after six days
at 20°C.

At a, 0.96 and for the treatment 24h/20°C (Figure 1b), an increase of the initial
contamination level was always observed, regardless of the pH. Moreover, as previously
observed, pH had a significant influence on the GCte/t, (it was equal to about 3.0 Log CFU/g
at pH 6.2, 5.9 and 5.6, 2.2 for pH 5.3 and only about 1.3 at pH 5.0). Figure 1b also shows that
when pH decreased, even if not calculated, the lag time was longer and the maximal growth

rate was lower.
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Table 4 shows that for the global experiment, 70 conditions of heat process regimes
(including control treatment) and formulations (a,*pH) studied resulted in an increase of the
initial L. monocytogenes contamination level (GCt¢/ty > 1.0 Log CFU/g). Moreover, no
decrease was observed (GCtg/ty < -1.0 Log CFU/g) after six days of storage at 20°C. For pH
under 5.3 and ay, under 0.94, no growth occurred, regardless of the heat process regime. On
the contrary, growth always occurred when pH was higher than 5.6 and a,, was higher than
0.95. There is an intermediate zone between these two areas where both growth and inhibition
were observed, depending on the pH/a,, combination. This observation attests to interactions
between these two parameters.

The heat processing regime did not seem to have an influence on the GCts/tg. Indeed, the
GClte/ty were equivalent for the four processing regimes tested (Figure 2). Even if a decrease
took place during the heat process phase when ground pork was heated, the GC during the

storage was greater after a heat process than for the control treatment.

3.5. Modelling

The six kinetics with 15 sampling times performed in ground pork under constant
temperatures were fitted to estimate pmax and lag. K (which links p,.x and lag) was calculated
and was equal to the mean value of 1.944 +0.518. Using the Augustin’s secondary model, popt
was optimised by unlinear regression. We estimated it to be 1.455 h™. Other parameters were
equal to those proposed by Augustin for the model, taking account of the interactions
(Augustin et Carlier, 2000). Given pH, a,, and heat processing regime, Umax and lag values
could thus be determined using Augustin’s model and introduced into the primary model
developed by Rosso (Rosso ef al., 1996) for calculating bacterial concentration at each point
in time of the experiment.

Those two models were used to predict the boundary between the growth area (GCtg/ty >
1.0 Log CFU/g) and the no-growth area (GCts/ty) < 1.0 Log CFU/g) for the global experiment.
This boundary was defined as the conditions of pH, ay and processing regime that result in a
GCte/ty equal to 1.0 Log CFU/g (i.e., an increase of 1.0 Log CFU/g in 168 hours). Since the
GClts/ty is the same for the four processing regimes (Figure 2), we only modelled the boundary
for static temperature conditions, i.e., at 20°C.

For each pH, we determined the a,, for which GCte/ty was equal to 1.0 Log CFU/g at 20°C.
The function target value (Excel, Microsoft, Courtabceuf, France) was used. It was repeated
for each pH between 4.9 and 6.3 (increment of 0.05). We thus obtained couples of a,/pH for
which GCte/ty) was equal to 1.0 Log CFU/g. They were used to establish the line representing
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the boundary between the growth and the no-growth areas (Figure 3). Comparing
experimental data with the prediction shows that the boundary of the growth area was
accurately predicted. Indeed, for 24 of the 25 conditions tested, the behaviour of Listeria was
correctly predicted. Nevertheless, for one condition (pH 5.0/ay, about 0.95), the prediction was
fail dangerous since a no-growth was predicted, contrary to what had been experimentally

observed.

4. Discussion

The development of bacteria in food is commonly controlled or limited by combined
factors (Chawla et Chander, 2004) such as pH (Grau et Vanderline, 1993), a, (Devlieghere et
al., 2001), temperature (Conner et al., 1986) or use of conservatives (Stekelenburg, 2003 ;
Stekelenburg, 2003 ; Seman et al., 2002 ; Seman et al., 2002 ; Mbandi et Shelef, 2002 ;
McClure et al., 1991). In this work, we focused on the first three in order to study the
influence of several formulation scenari (pH, a,) and heat processing regimes on the
behaviour of L. monocytogenes during common phases of delicatessen product processes.
Since the structure of the medium has been shown to have a great influence on bacterial
development (Wilson et al., 2002 ; Robins et Brocklehurst, 1994), we worked with ground
pork, a solid medium. Indeed, Lebert et al. (2004) showed that growth of L. innocua is slower
at the surface of a gelatine gel than in broth. This can be explained by the fact that physical
properties such as viscosity and diffusivity are different (Stecchini et al., 2004). Moreover, we
worked at temperatures (during the heat processing regime) where a decrease of the
population takes place and thermal inactivation kinetics have also been shown to be
dependent on the nature of the medium (Doyle et al., 2001). Nevertheless, working with solid
medium is more complicated than working with broth: enumeration of bacterial population is
more time-consuming and expensive and the homogeneity of pH, a, and bacterial
concentration is more difficult to obtain. Thus, we used minced meat in order to guarantee the
homogeneity in the meat batter and the protocol that we used made this possible.

We first analysed the variability of our protocol by repeating the experiments in the centre
of the experimental design (pH 5.6/a,, 0.95) four times for the four processing regimes tested
(the control: 24h/20°C, 4h/42°C, 1h/48°C, 1h/53°C). Variations were small, regardless of the
phase, so we considered that no replicate was necessary. It must be pointed out that standard
variations are calculated on the overall kinetics. Usually, the variability for lag and pm.y are

calculated separately. Variation coefficients are about 0.17 for lag and 0.09 for pm.x When
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experiments are carried out in broth (Begot et al., 1996). In our case, we took both parameters
into account and obtained a variation coefficient that was always lower than 0.20.

In the literature (McMeekin et al., 1993), the experimental error is generally + 0.5 Log
CFU/g. We therefore decided that when a difference in the population between two sampling
times (called Growth Capacity) was less than — 1.0 Log CFU/g, a bactericidal effect was
observed. When Growth Capacity was greater than or equal to -1.0 Log CFU/g and less than
or equal to 1.0 Log CFU/g, it corresponded to a bacteriostatic effect of the process. Growth
was considered when the Growth Capacity was higher than 1.0 Log CFU/g. During the heat
process phase at 4h/42°C, 1h/48°C, 1h/53°C a bactericidal or bacteriostatic effect was always
observed. Some decrease of the population was observed at 42°C, even if this temperature is
lower than the maximal temperature for growth of the strain used (about 45°C). Nevertheless,
this temperature was determined in broth and we can suppose that the growth in meat is an
additional stress that contributes to lowering the maximal temperature for growth. For the
control treatment (24h/20°C), L. monocytogenes growth was observed for high values of pH
and ay. Moreover, no bactericidal effect was observed, even for low pH and low a,. When
comparing the different experimental conditions within the framework of the experimental
design, it is evident that the heat process is a supplementary hurdle to be considered during a
process, (Leistner, 1999).

We could have obtained a greater bactericidal effect by increasing the temperature of the
heat process and/or the time of application. But this option was not applicable because it
would have resulted in cooked meat with unsatisfactory organoleptic qualities. Indeed, in
previous experimental tests (data not shown), initial changes in meat colour were observed for
heat process phases that lasted longer or that used higher temperatures. Therefore, in the range
acceptable for the desired organoleptic qualities, the heat processing regime has to be
combined with other hurdles in order to ensure the microbiological quality of raw delicatessen
products. Since interactions between pH (or ay) and heat processing regimes have a highly
significant effect on the growth capacity during the heat process phase, it is essential to adjust
pH and a,. Beuchat et al. (1986, referred to by Doyle et al., 2001) and Juneja et al., (1999,
referred to by Doyle et al., 2001) found that the heat resistance of L. monocytogenes was
reduced at low pH. For ay, Grau and Vanderline (1993) and Yen et al. (1991) showed that the
addition of 3% NaCl to ground pork enhanced the heat resistance of L. monocytogenes. The
same results were observed by Passos and Kuaye (2002) in beef hamburgers with 1.5% NaCl.
Our study confirms that with the increase of NaCl from 3.6% (ay 0.97) to 8.6% (ay 0.93), L.

monocytogenes was more resistance to heat during the process phase. Indeed, higher Growth
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Capacities were observed for 1h/53°C when a,, was equal to or lower than 0.95 and for

4h/42°C when ay, was equal to or lower than 0.94.

Immediately after the heat process phase, ground pork was stored at 20°C, a temperature
that is favourable to L. monocytogenes growth. We showed that pH, a,, and their interactions
are determining factors since low values could inhibit the increase of the bacterial population.
Such interactions have already been observed by Augustin and Carlier (2000), McClure et al.
(1989) and Cole et al. (1990).

To evaluate the effect of the heat process phase on the storage phase, the heat process
phase was considered as a pre-history heat treatment. The influence of temperature history
was previously described in relation to pre-incubation conditions and the subsequent growth
of bacteria (Augustin et al., 2000 ; Buchanan et Klawitter, 1991). It was found that pre-
inoculation temperature affected the length of the lag phase but did not modify pm.x and
maximum population densities. The effect of pre-treatment (such as sublethal heat shock) on
the heat resistance of microorganisms was also studied by Quintavalla and Campanini (1991).
They showed that heating cells of L. monocytogenes at increasing temperatures of
0.5°C/minute increased the heat resistance of the organism when subsequently exposed to
constant temperatures. In our study, even if bacteria had incurred sublethal damage due to the
heat process phase, their growth capacity was not altered since the growth capacity during
storage is greater after the heat process than after the control treatment.

The global experiment was a succession of two phases: the heat process phase and the
storage phase at 20°C. The growth capacity during the global experiment is influenced by pH
and a,. Given that the inoculation level was equal for all the conditions of the experimental
design, it was observed that the population at the end of storage was similar, regardless of the
heat process, compared to the control treatment. Therefore, even if the processing regime
influenced the growth capacity of Listeria during the two previous phases when analysed
separately, its influence was not observed in the global analysis of the process. In the
literature, thermal inactivation is generally studied alone and pronounced effects are shown on
the bacterial population (Juneja et al., 1997 ; Gaze et al., 1989). Our study shows that a single
phase of the process must not be taken alone but should be included and studied within the
framework of the global process whenever possible. The effect of a single operation can be
minimised or emphasized by other steps of the process.

In our study, we defined an area where growth occurred (GCt¢/to> 1.0 Log CFU/g) and an

area where bactericidal or bacteriostatic effects (GCte/to < 1.0 Log CFU/g) were observed.
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The boundary that separates the two areas corresponds to a Growth Capacity equal to 1.0 Log
CFU/g (Figure 3). The study of the boundary of the growth area of Listeria (identical,
regardless of the heat processing regime) confirms the effect of pH, a,, and their interactions
as described by Leistner (1999), Augustin and Carlier (2000) and Koutsoumanis et al. (2004).
Our study showed a minimal pH for L. monocytogenes growth of 5.1 when a,, was 0.97 and
only 6.2 when a,, was 0.93. Comparison with other data is very difficult because these limits
depend on the strain used and relatively few publications consider the effect of multiple
factors, especially in food model products (Wilson et al., 2002 ; Roberts et al., 1979).

The boundary of the growth area of Listeria at 20°C in ground pork is correctly predicted
by our method, combining Augustin’s and Rosso’s models. In most of the cases, the
determination of the growth/no-growth interface is based on the logit of the probability P, i.e.,
that the organism will grow (Tienungoon et al., 2000). The limit of the model is that the
determination of the probability requires replicates. In their work, Tienungoon et al. (2000)
carried out experiments in broth and four replicates were generally made using turbidity
methods. Nevertheless, these types of methods cannot be applied to solid food. Augustin
(1999) and Le Marc (2001) also developed a method for determining the boundary of the
growth/no-growth areas. They defined the boundary as the environmental conditions that
make it possible for a pmax to be equal to 0. Our method is original because it takes both lag
and pmax values into account. It is particularly well adapted to industrial processes that aim at
a level of contamination that is lower than a limit at the used-by-date of their product.

Comparing the growth area of Listeria in ground meat with the average of the values for
pH and ay measured for commercial diced bacon indicates that this product is compatible
with the growth of L. monocytogenes. Indeed, pH measured for diced bacon ranges from 5.8
to 6.1, and a,, from 0.955 to 0.965. Nevertheless, the minimal a,, and minimal pH for growth
also depend on the temperature and concentrations of inhibitors (Le Marc et al., 2002 ; Cole
et al., 1990 ; Farber et al., 1989). Thus, by reducing the storage temperature from 20°C to
refrigeration temperature or by adding nitrite or organic acid salt, frequently used in
delicatessen products (Durand, 1999), the boundary of the growth area will be modified and
the minimal pH and minimal a,, for growth will increase.

Using the methodology developed in this study, we can predict the incidence of a decrease
of the storage temperature from 20°C to 4°C on the evolution of the boundary of the growth
area (Figure 3). At 20°C, we considered that the boundary for GCte/ty was equal to 1.0 Log
CFU/g after seven days at 20°C (control treatment 24h/20°C + six days of storage). At 4°C,

we chose the storage time on the basis of the use-by-date of commercial diced bacon: 45 days.
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We therefore considered that growth took place when the increase of the population of
Listeria was higher than 1.0 Log CFU/g in 45 days. The boundary was thus when GCtss/ty
was equal to 1.0 CFU/g. When temperature decreases, Figure 3 shows that minimal pH and ay,
where a growth is observed increase. The area compatible with the growth of Listeria is thus
reduced compared to the one observed when meat is stored at 20°C. pH and a,, values for
diced bacon are on the boundary of the growth area. This product may result in the
development of Listeria, even at low temperatures. Similar predictions can be made by taking
other parameters into account, since Augustin’s model is a cardinal one for which the
influences of environmental parameters on Umax and lag are multiplicative. For example, we
could study the influence of additives frequently used in delicatessen products on the

evolution of the boundary of the growth area. We can suppose that this area will be reduced.

Conclusion

In the industrial raw delicatessen product process, where the heat process is used to
guarantee satisfactory organoleptic qualities, we have shown that treatment alone is not
adequate to ensure the microbiological quality of the product. Nevertheless, a heat processing
regime at sublethal temperatures can inhibit the growth of Listeria during this phase.
According to pH and a,, the heat process can even make it possible to reduce L.
monocytogenes contamination, especially at 1h/53°C, but this reduction of the contamination
level is not extended during the storage phase. Therefore, for the global process, pH and a,,
have a highly significant effect on the area compatible with growth of Listeria, contrary to the
heat processing regime.

The boundary of the growth area in pork meat is well predicted by the combination of
Augustin’s and Rosso’s models. This novel method could be used by the meat industry to
predict the microbial safety of its products. Indeed, in addition to temperature, pH and ay,, the
effect of additives frequently found in delicatessen products and which have shown an anti-
listerial effect, such as organic acids (Dubal et al., 2004), phenols (Membré et al., 1997),
nitrite (Buchanan et al., 1989), could be taken into account for determining the boundary of

the growth area.
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Table 1: experimental variations (four replicates) of the Growth Capacity, GC (Log
CFU/g), as a function of the phase and the heat processing regime (including control
treatment) studied. GCt;/ty = GC during heat process phase, GCts¢/t; = GC during storage
phase, GCt¢/to= GC during global experiment.

Table 2: Growth Capacity for Listeria in ground pork during heat process phase (GCt,/tp)
as a function of a,, pH and heat processing regime (including control treatment), with Ng=10’
CFU/g.

boldface: GCt;/ty > 1.0 Log CFU/g

italics: GCt;/typ <-1.0 Log CFU/g

other: -1.0 Log CFU/g < GCt/ty £ 1.0 Log CFU/g

Table 3: ANOVA, effect of heat processing regimes (including control treatment), pH, a,,
and their interactions on the GCt,/t,.

No significant effect: P > 0.05

Significant effect: 0.01 <P < 0.05

Very significant effect: 0.001 <P < 0.01

Highly significant effect: P < 0.001

Table 4: Growth Capacity of Listeria at 20°C in ground pork during the global experiment
(GCte/ty) as a function of ay, pH and heat processing regime (including control treatment),
with Ng=10" CFU/g

boldface: GCt;/ty > 1.0 Log CFU/g

other: -1.0 Log CFU/g < GCt/ty £ 1.0 Log CFU/g

Table 5: ANOVA, effect of heat processing regimes (including control treatment), pH, a,,
and their interactions on the GCtg/tg

No significant effect: P > 0.05

Significant effect: 0.01 <P < 0.05

Very significant effect: 0.001 <P < 0.01

Highly significant effect: P < 0.001
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Table 1
heat processing regime 24h/20°C  4h/42°C 1h/48°C 1h/53°C
GCty/t, mean 0.1 -0.8 -0.6 -09
standard deviation 0.01 0.14 0.12 0.10
GCtyt, mean 2.8 35 33 33
standard deviation 0.19 0.15 0.18 0.15
GCty/t, mean 2.9 2.7 2.7 2.4
standard deviation 0.19 0.08 0.17 0.11
Table 2
q control heat processing regime
B p 24h/20°C 4h/42°C 1h/48°C 1h/53°C
0.97 5.0 0.1 -0.1 -0.1 -0.6
53 0.3 -0.3 -0.5 -1.1
5.6 0.5 -0.4 -0.8 -0.9
5.9 1.8 -0.6 -0.5 -1.3
6.2 2.6 0.0 -0.7 -1.3
0.96 5.1 -0.1 -0.2 -0.4 -0.3
53 -0.1 -0.4 -0.4 -0.5
5.6 0.9 -0.2 -0.7 -0.8
5.9 0.9 -0.2 -0.3 -1.1
6.2 1.7 -0.1 -0.6 -0.9
0.95 5.0 0.5 -0.1 -0.3 0.1
5.3 -0.2 -0.5 -0.1 -0.5
5.6 0.1 -0.9 -0.7 -1.0
5.9 0.5 -0.8 -0.7 -1.2
6.2 0.1 -1.1 -0.4 -1.7
0.94 5.0 -0.4 -0.2 -0.2 -0.1
5.3 -0.2 -0.8 -0.1 -0.5
5.6 -0.1 -0.3 -0.5 -0.7
5.9 -0.2 -0.8 -0.5 -0.7
6.2 -0.3 -1.9 -0.7 -0.3
0.93 5.0 -0.2 -0.3 -0.2 -0.2
5.3 -0.1 -0.5 -0.3 -0.4
5.6 -0.1 -0.6 -0.3 -0.2
5.9 -0.6 -0.9 -0.1 -0.6
6.2 -0.3 -0.7 -0.3 -1.7
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Table 3

Parameter SS df MS F-value P
Intercept 12.35 1 12.35 95.71 0.000
Heat processing regime 14.79 3 4.93 38.20 0.000
aw 1.54 4 0.38 2.98 0.028
pH 0.94 4 0.24 1.82 0.140
Heat processing regime * a, 7.57 12 0.63 4.89 0.000
Heat processing regime * pH 5.64 12 0.47 3.64 0.000
aw * pH 3.38 16 0.21 1.64 0.094

Error 6.19 48 0.13

with SS for sums of the squares, df for degree of freedom, MS for mean squares, F for

Fisher and P for probability

Table 4
a oH control heat processing regime
" 24h/20°C 4h/42°C 1h/48°C 1h/53°C
0.97 5.0 2.5 3.0 3.1 2.7
5.3 33 3.0 35 3.0
5.6 3.2 3.1 33 3.1
5.9 33 3.1 34 3.1
6.2 34 3.1 35 3.0
0.96 5.1 1.3 1.8 0.3 1.2
5.3 2.2 2.8 2.5 3.2
5.6 2.8 2.8 2.9 3.2
5.9 2.9 2.6 2.9 2.9
6.2 2.9 2.5 3.0 3.1
0.95 5.0 2.9 0.3 0.4 -0.9
5.3 1.5 2.7 2.8 2.7
5.6 2.7 2.8 2.8 2.5
5.9 3.0 2.9 2.9 2.4
6.2 2.8 3.0 3.0 24
0.94 5.0 -0.2 -0.2 -0.3 -0.4
5.3 -0.4 0.2 -0.2 -0.1
5.6 0.9 1.8 1.7 1.9
5.9 2.2 24 2.8 2.9
6.2 24 24 2.8 2.9
0.93 5.0 -0.3 -0.5 -0.5 -0.2
5.3 -0.3 -0.7 -0.4 -0.4
5.6 -0.6 -0.6 -0.3 -0.5
5.9 -0.6 0.7 0.0 0.5
6.2 0.4 1.2 2.0 2.2
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Table 5

Parameter SS df MS F-value P
Intercept 491.95 1 491.95 2487.61 0.000
Heat processing regime 20.15 3 6.72 33.96 0.000
ay 101.71 4 25.43 128.58 0.000
pH 50.00 4 11.75 59.40 0.000
Heat processing regime * ay 5.10 12 0.42 2.15 0.031
Heat processing regime * pH 10.60 12 0.88 4.47 0.000
ay * pH 35.62 16 2.23 11.26 0.000

Error 9.49 48 0.20

with SS for sums of the squares, df for degree of freedom, MS for mean squares, F for

Fisher and P for probability
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Figure 1: kinetics of L. monocytogenes in ground pork (Ng=10" CFU/g)

(a): pH 5.0, heat processing regime 4h/42°C: _____ 0.97, ____0.96, _____. 0.95, _._..
0.94, _ _._0.93, m experimental data
(b) ay 0.96, control treatment 24h/20°C: __ 6.2, ____59, _____. 5.6, _.._.. 53, . _._

5.0, m experimental data

Figure 2: means of the GC for the 25 conditions (pH/a,) studied as a function of heat
processing regime (including control treatment)
B GCtit/y (heat process phase); BB GCtg/,; (storage phase); Il GCtg/to (global

experiment)

Figure 3: comparison of GCtg/ty with predicted boundary (GC = 1.0 Log CFU/g) of the
growth/no-growth areas at 20°C in ground pork for L. monocytogenes as a function of a,, and
pH

m growth (GCte/ty> 1.0 Log CFU/g ), 0 no growth (GCts/ty< 1.0 Log CFU/g)
predicted boundary at 4 °C (GCtys/to= 1.0 Log CFU/g )

———— predicted boundary at 20°C (GCt¢/to= 1.0 Log CFU/g )
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LA MAITRISE DES RISQUES
MICROBIOLOGIQUES

Produire un aliment en respectant les exigences de
sécurité alimentaire, de durée de vie, les normes
microbiologiques et en répondant au go(t du
consommateur est un exercice complexe que les
professionnels de I'agroalimentaire doivent réaliser.
En effet, les consommateurs souhaitent des aliments
sains et naturels subissant moins de traitements
thermiques (maintien des qualités nutritionnelles) et
chimiques (moins de sels, d’acides ou de conserva-
teurs) qui auraient pour conséquence une diminu-
tion des barriéres antimicrobiennes. L'aliment peut
alors devenir un milieu favorable au développement
bacteérien en entrainant une diminution de la durée
de vie du produit ou une augmentation des risques
pour la santé humaine.

En effet, lorsque 'une des barriéres antimicrobien-
nes est amoindrie, une ou plusieurs autres barriéres
doivent pouvoir étre mises en place pour obtenir
un aliment dont la stabilité est similaire (Leistner,
1999). Par exemple, la diminution de la quantité de
sel(s) doit pouvoir étre remplacée par une diminu-
tion de la température de conservation ou l'ad-
jonction d’acide ou de conservateur.

Tester chaque cas étant matériellement difficile (la
réalisation systématique de test de vieillissement
est longue et onéreuse), il est recommandé, dans
un premier temps (au stade de la conception de la
formulation) d'utiliser les modéles mathématiques
développés en microbiologie prévisionnelle. Ces
derniers décrivent dans des aliments “modeles”
les effets de la température, du pH, de I'activité de
'eau (a.) et d'autres parameétres environnemen-
taux, sur le taux de croissance d'un micro-orga-
nisme, ou bien sur le temps nécessaire pour
atteindre un nombre donné de bactéries ou une
production de métabolites. lls peuvent étre appli-
ques a la prévision de la qualité microbiologique et

TRAVAUX EN COURS

La microbiologie prévisionnelle :
un outil pour Poptimisation
de la formulation et du procédé

VERONIQUE ZULIANI, CTSCCV

de la durée de vie des produits, & I'optimisation
des procédés de fabrication et de leur contréle ou
en analyse des risques (McMeekin et Ross, 1996).
La validation de tels modéles se fait ensuite a
I'aide de challenge tests, par ré-ensemencement
dirigé dans le vrai produit (test de croissance de
phase | ou Il selon les critéres de I'Afssa du
29 octobre 2001). Cette validation est faite notam-
ment lorsque les formulations sont ajustées au
plus prés des conditions limites pour lesquelles la
croissance est prévue ou serait possible.

OUTILS ET APPLICATIONS AU CTSCCV

Conscient des nombreuses applications de la
microbiologie prévisionnelle, de ses retombées
économigues (par exemple en accélérant le temps
de développement d’une recette et en baissant
ainsi son colt), le CTSCCV s'est impliqué dans dif-
férents programmes de recherches sur ce sujet.

En effet, le CTSCCYV fait partie du comité technique
de Sym’PREVIUS dont I'objectif est de produire un
systéme de documentation et de prévision du
comportement des micro-organismes dans les ali-
ments a l'usage des professionnels. Ce pro-
gramme, démarré a la fin de I'année 1999, dispose
de I'appui des pouvoirs publics (Ministéres de la
Recherche et de I'Agriculture), d'organismes et
d’entreprises (Bongrain, Danone, Pernod Ricard,
Fromageries Bel) et de laboratoires et centres
techniques (ADRIA, Aérial, Arilait, CTSCCV,
INRA/INAPG, ENVA, IP Lille) représentées par
leurs associations professionnelles (ACTIA, UNIR).
Par ailleurs, le CTSCCV a initié un programme de
recherche (thése en partenariat avec I'équipe
Génie des Procedés de I'Unité de Recherches sur
la Viande de I''NRA de Clermont Ferrand/Theix)
visant a modéliser les conditions de survie et
de décroissance de Listeria monocytogenes
dans la viande de pore traitée en salaison. Ce
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La microbiologie prévisionnelle :
un outil pour Poptimisation
de la formulation et du procédé

travail a pour objectif d'ajuster le modéle d’Augustin
(Augustin, 1999) et de le valider (notamment aux
conditions limites) en vérifiant que ses prévisions
sont proches des résultats expérimentaux obtenus
dans un “aliment modéle”. Dans cette etude, il s'a-
git de viande de porc crue, traitée en salaison.

Ce projet se divise en 3 étapes :

Premiére étape : Elle consiste a étudier I'influence
des conditions d’'étuvage ainsi que du pH et de
I'a,, sur le développement de Listeria monocytoge-
nes. Les “zones a risques” du produit par rapport
a différents procédés (quatre procédés d'étuvage)
ou formulations (cing niveaux de pH / cing niveaux
d'a,,) seront etudiés.

Deuxiéme étape : Le principal objectif de cette
étape est d'analyser comment I'gjout d'un acide
organique limite ou inhibe la croissance de Listeria
monocytogenes. |l s'agit d’augmenter la marge de
sécurité des professionnels de la charcuterie-salai-
son en leur donnant une relative souplesse au niveau
des conditions d'a,, et de pH, tout en garantissant
un produit microbiologiquement sain. Linfluence de
la nature de I'acide, de sa concentration et I'action
simultanée de deux acides seront étudies.

Les deux premiéres étapes de I'étude sont réali-
sées sur un modele de viande hachee.

Troisiéme étape : Son but est d'étudier I'influence
de la taille des cubes de viande et du malaxage
sous vide pour se rapprocher des conditions réel-
les existant pour des pieces telles que les poitrines
destinées a la fabrication de lardons.

A la suite du travail de validation du modéle
d’Augustin, un outil informatique sera réalisé. Il per-
mettra de simuler le développement de Listeria
monocytogenes en fonction de différents scénarios
de formulation (pH, a,, lactate ou acétate de
sodium,...) et de procédés (température cle conser-
vation, conditions d'étuvage). Il sera alors une aide
non négligeable a la détermination de la durée de vie
des produits de salaison en évaluant en fonction de
la contamination initiale de I'aliment, le temps néces-
saire pour atteindre une concentration bactérienne.
Par ailleurs, ce nouvel outil trouvera également son
application en analyse des risques alimentaires. En
effet, il pourra étre utilisé lors de I'identification des

34
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points critiques de contréle (CCP) via I'obtention
d'informations sur les cinétiques de développe-
ment de Listeria monocytogenes. |l permettra éga-
lement de définir les limites critiques a respecter
pour chague CCP (en déterminant le taux de crois-
sance de Listeria monocytogenes en fonction des
parameétres environnementaux). Enfin, son utilisa-
tion pourra faciliter la mise en place d'actions cor-
rectives en cas de déviations identifiées au cours
de la surveillance des CCP et permettra de vérifier
le bon fonctionnement du systeme HACCP.

La microbiologie prévisionnelle est une “science”
interdisciplinaire (génie des procédés, microbiolo-
gie, mathématiques,. ..) qui évolue continuellement
afin d’enrichir les modeéles (en prenant mieux en
compte la complexité de composition des matri-
ces alimentaires) et d'améliorer la qualité des pré-
visions. L'information qu'elle apporte est a I'heure
actuelle trés riche ; cependant, son utilisation sans
discernement peut conduire a des erreurs d'inter-
prétations des résultats. Elle nécessite donc d’étre
exploitée avec |'aide des techniciens du CTSCCV.
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Les germes pathogenes
dans l'industrie agro-alimentaire

Bactéries, champignons, parasites, virus : quels sont les micro-organismes
pathogénes auxquels doit faire face I’industrie agroalimentaire ? Les auteurs
de cet article dressent la liste des germes impliqués dans les toxi-infections
ou les intoxinations alimentaires.

Par
Véronique
Zuliani et
Pascal
Garry,

Centre
Technique de la
Salaison, de la
Charcuterie et
des Conserves

Nos aliments sont rarement stériles, 1ls contiennent habi-
tuellement des micro-organismes qui pour la plupart sont
inoffensifs, certains d'entre eux sont mémes essentiels au
développement de la flaveur. Clest le cas pour de nom-
breux produits de charcuterie / salaison (saucisson, sau-
cisses...), laitiers (fromages, yaourt) ou végétaux (pain,
choucroute, bigre, vins) pour lesquels la flore microbienne
est dite positive,

En revanche, d'autres micro-organismes peuvent avoir un
effet négatif sur un aliment, On distingue les micro-orga-
nismes d'aliérations qui peuvent éure i lorigine de dégra-
dations organoleptiques ou nutritionnelles (fermentations

de Viandes : N
(CTSCCV) ou développement d'ardmes indésirables) et entrainent une
diminution de la durde de vie des aliments, des micro-
Organismes T{7E) pH a,
Aspergitlus flavus 6- 45 1,5/3.5 - 8/11 > 0,78
Bacillus cereus 10 - 49 49 9,3 > 0,93
Vibrio parahaemolyticus 12,8 - 40 5-9,6 > 0,04
Escherichia coli 2,5 - 45 4.6 - 9,5 > 0,94
Campylobacter jejuni 25 - 42 5,5 -8 NR
Yersinia enterocolitica 1- 44 4= 9 NR
Listeria monocytogenes 2-45 4,.8-9.6 > 0,95
Aer hydrophila 0- 45 45-17 > 0,56
Salmonella spp. 6.5 - 47 4,5 -7 > 0,95
Vibrio parahaemolyticus 12,8 - 40 5-9,6 > 0,94
Shigella spp. >8-<45 ?-9-11 NR
Staphylococcus aureus 7 - 45 2,6 - 10 > 0,86
Clostridium perfringens 6-52 5,5-8 > 0,93
Clostridium botulinum
A&B 10 - 50 47 -9 > 0,93
Non proteolitique 5-7 47 -9 NR
E 3,3 - 15-30 &7 -9 > 0,95
F it 57 -9 > 0,97
Tableau 1 : Valeurs les et imales de ire

12 »

pH eta_ de germes pathogénes (5-7-12).

2 SALLES PROPRES #31

organismes pathogénes qui proliféerent ou libérent des
toxines en causant ainsi des infections ou des intoxina-
tions aprés ingestion par le consommateur. Parmi les micro-
organismes pathogenes, on compte des bactéries, des
champignons, des parasites et des virus.

En 2001, en France, 6 800 cas de toxi-infections alimen-
(i
de santé publique, ces infections sont également res-

aires collectives ont éé dénombrés (5). Véritable probleme

ponsables de lourdes pertes économiques (retrait ou des-
truction de produits). Pour les professionnels, il est donc
essentiel de connaitre les sources de contamination pos-
sibles et les germes dont le développement est poten-
tiellement adapté au produit et a son procédé.

Source de contamination par des pathogénes et déve-
loppement des micro-organismes dans les aliments.
Les germes pathogenes ubiquitaires, c'est-i-dire présents
et véhiculés par 'eau ou le sol, sont a l'origine de conta-
mination primaire des matiéres premiéres alimentaires, Sal-
monella, Shigella, Yersinia ou Listeria sont les germes
pathogenes les plus fréquemment isolés d'échantillons
d'eau ou de sol. Par la suite, lorsque les matiéres pre-
miéres sont transformées, elles sont susceptibles d'étre
contaminées par dautres micro-organismes présents,

méme i faible concentration, dans I'usine. Cette niche

écologique évolue en fonction de I'environnement de
l'usine (air, surface, matériels, personnels...) et des pro-
cessus technologiques conduisant au produit fini (2).

Dans l'usine les risques de contamination peuvent érre
réduits en optimisant sa conception et en appliquant des
regles d’hygiéne appropricées (nettoyage, désinfection.,..),
Les processus technologiques sont 2 lorigine de la sélec-
tion de la flore psychrotrophe (Listeria, Escherichia, Yer-
sinia, Aeromonas) pour les aliments réfrigérés ou de spo-
rulés (Clostridium perfringens, Bacillus cereus) pour les
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aliments ayant subi un traitement par la chaleur. Les
micro-organismes sont également sensibles 4 nombres
de modifications  physico-chimiques appliquées a la
mati¢re premicre. Outre la température, le pH, Factivité
de I'eau (a) ou le potentiel d'oxydoréduction peuvent
évoluer et favoriser la colonisation préférentielle par un
micro-organisme pathogeéne particuliérement adapté¢ a
ce nouvel environnement (Tableau 1),

Dans le cas particulier des abattoirs, la contamination des

ca

sses est souvent causée par des germes présents sur
la peau, les plumes (Staphylococcus, Listeria) ou dans le
tube digestif et les muqueuses (Campylobacter. Yersinia,
Shigella, Salmonella, Escherichia) des animaux (8).

Les principaux germes impliqués dans les
toxi-infections ou les intoxinations
alimentaires et les aliments associés.

Les toxi-infections alimentaires sont des maladies contrac-
tées en consommant des aliments dans lesquels les germes
pathogénes présents se sont par la suite multipliés dans
le contenu intestinal, Les intoxinations sont provoquées
par l'ingestion d'aliments contenant une ou des toxines,
pre duites par des micro-organismes |3:!I|10_ut'.'l!i.'.‘6.

Des bactéries souvent associés

a des aliments particuliers

Parmi les bactéries pathogénes, on distingue celles res-
ponsables de la majeure partie des infections alimentaires
de celles responsables de cas sporadiques (12) (Tableau 2).
Cependant du point de vue de la gravité de la pathologie,
la hiérarchie est totalement différente. En effet, en 2001, Lis-
leria monocyiogenes a é¢ responsable en France de 187
cas signalés d'infection alimentaire (5), ce qui représente
Yo des infections alimentaires totales, cependant
du fait de son fort taux de moralité (déces de 20 a 30 %

moins de 4

des personnes contaminées principalement immunodépri-
mées (9), la listériose est une maladie 4 déclaration obli-
gatoire depuis 1998 (4). A contrario, 1726 personnes ont
contracté une salmonellose en France en 2001 (5), cepen-
dant une mortalité inférieure 2 1 % a été observée. Les bac-
téries a l'origine des infections ou intoxinations sont sou-
vent associées a des aliments particuliers du fait de leurs
caractéristiques physico-chimiques, de leurs conditionne-
ments ou des températures de conservation.. . (Tableau 3).

Les salmonelles

Les salmonelles sont des bactéries Gram -, ana¢robie facul-
tatif. La salmonellose est la Toxi-Infection Alimentaire Col-
lective (TIAC) la plus fréquente en France en 2001 (64 %
des TIAC) (5). Les principaux sérotypes impliqués dans les
TIAC sont Enteritidis et Typbimurium (7).
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Il existe des porteurs sains de Salmonelles qui héber-
gent dans leur tractus digestil’ ces bactéries de maniére
transitoire ou permanente. lls sont susceptibles d'étre 4
l'origine de contamination des aliments au cours de la

transformation des produits,

Bactéries impliquées majoritairement Bactéries responsables de cas sporadiques
dans les toxi-infections ou dans les toxi- infections ou
les intoxinations alimentaires les intoxinations alimentaires
Salmonella spp. Clostridium botulinum
Staphylococcus aureus Escherichia coli
Clostridium perfringens Campylobacyer jejuni
Bacillus cereus Listeria monocytogenes
Yersinia enterocolitica
Aeromonas hydrophila
Shigella
Vibrio parahaemolyticus

Tableau 2 : principales bactéries pathogénes responsables d'infections
ou d'intoxinations alimentaires (2-5-10).

Bactéries impliquées

dans les toxi-infections Principaux aliments associés

ou les i inations ali aires

Salmaonella spp. (Eufs, produits a base d'ceufs, viande crue

Staphylococcus aureus Lait, produits laitiers, viande, ceufs, produits
a base d'eeufs, charcuterie, volaille, poisson,
fruits de mer

Viande, volaille, poisson, fruits de mer

Lait cru, viande, végétaux

Aliments en conserve, jambon cru, miel

Clostridium perfringens
Bacillus cereus
Clostridium botulinum

Escherichia coli Viandes, lait cru, steaks hachés

Campylobacyer jejuni Lait cru, viande, volailles

Listeria monocytogenes Lait cru, fromage a pate molle, glace, poisson
fumés, lég crus, charcuterie

Yersinia enterocolitica Lait cru, glace, végétaux, porc cru

Aeromonas hydrophila Fruits de mer, viande rouge, volaille, lait cru

Shigella Légumes crus, fruits crus, lait, (steaks hachés ?)

Vibrio parahaemolyticus Fruits de mer, poissons, viande

Tableau 3 : bactéries identifiées et aliments associés (2-5).

Clostridivum perfringens

F A

(\

./\/ -

Clostridium perfringens est un germe sporulé & Gram +,
anaérobie. 1l a été identifié comme agent responsable
de 2.9 % des TIAC en 2001, en France (3), Trés résis-
tante 4 la chaleur sous la forme de spores, la bactérie
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peut se developper rapidement lorsque les aliments sont
maintenus trop longtemps a température ambiante,

Bacillus cereus

Bacillus cereus. sporulé a Gram + est normalement aéro-

bie o

anaérobie facultatif. 1l a éé responsable
de 2,9 % des TIAC en 2001 en France (5). Les toxines
(émétique ou diarrh¢ique) peuvent étre produites dans
les aliments ou lors de la multiplication cellulaire de la
bactérie dans le tbe digestif. L'enterotoxine diarthéique
est thermolabile (5 min 2 56°C). En revanche la toxine
émétique peut résister 90 min 4 120°C (10).

Clostridium botulinum

Cette bactérie, sporulée 2 Gram +, anaérobie, provoque une
intoxination, le botulisme. Cette intoxination a une dose
infective faible, de l'ordre de 0,2 pg (10). Trés ré

ante i
la chaleur sous la forme de spores, les bactéries peuvent

se développer lorsque les conditions sont plus favorables.

La toxine peut éue |

acilement détruite par la chaleur.

Escherichia coli

Cest une bactérie Gram -, anaérobie facultaif, Les patho-

logies les plus graves sont rencontrées avec les Esche-

richiea coli entérohémorragiques dont le chef de file est
“scherichia coli 0157:H7 (3). Elles produisent de puis-
santes toxines appelées " verotoxines " responsables des
pathologies. En
dies n'est pas v

ince, l'origine alimentaire des ces mala-
e (avec Escherichia coli 0157:H7, cete
bactérie a é1é cependant mise en cause dans des épi-
démies d'origine alimentaire aux Etats-Unis, au Canada
ainsi qu'en Ecosse et au Japon (7).

Staphbylococcus aureus

Cette bactérie, Gram +, est une anaérobie facultatif res-
ponsable dintoxination par ingestion d'une enterotoxine (13),
Cette toxine est détruire par la chaleur (supérieure i 60°C)
ou le froid (inféricure 4 7°C), sa dose infectieuse est trés
faible, de l'ordre de 1 ng (10). En 2001, Staphylococcus
anrenss a €6 A l'origine, en France, de 15,8 % des TIAC (5).
Il existe des porteurs sains de Staphylococcus aureus. Le
portage dans la gorge et les fosses nasales de cette bac-
térie concerne 30 a 40 % de la population (3).

Listeria monocylogenes

Listeria monocytogenes est une bactérie aérobie/microaé-
rophile & Gram +. Son incidence en France est faible (envi-
ron 4,4 cas par million d'habitants) néanmoins sa dose infec-
ticuse est basse chez les personnes immunodéprimées
(femmes enceintes, personnes ayant une maladie ou un
traitement entrainant une diminution de l'immunité), Clest
une bactérie psychrotrophe qui peut se multiplier dans les
aliments, en particulier i basse température lorsque les sys-
temes de réfrigération sont mal contrdlés (9),
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Yersinia enterocolitica
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Clest une bactérie anaérobie facultatif 4 Gram-. Le pou-
voir pathogéne de certaines de ces souches est dii 4 la
production d’une enterotoxine thermostable et/ou au carac-
e invasif pour les cellul
récente est lide a utilisation large de la ré

s intesti 7). Son émergence

wion domes-

tique, la consommation de légumes crus et le dévelop-
pement de lalimentation collective (2). Cependant, en

France, linfection humaine reste sporadique.

Campylobacter jejuni

Campylobacter jejuni est une bactérie Gram -, microaé-
rophile, qui produit deux types de toxine (entero- ou cyto-
toxine). La bactérie survie mais se développe mal dans
les aliments (7). Elle est peu abondante en France, mais
dans certains pays comme 'Angleterre, la fréquence de
la campylobacteriose dépasse largement celle de la sal-
monellose (38 991 cas contre 13 775 en 2003) (6).

Aeromonas bydrophila

Clest une bactérie anaérobie facultatif 2 Gram - (10). Elle
se développe aux températures de réfrigération et produit
deux toxines. Les malades sont souvent des patients immu-

nodéprimeés

Shigella

Cest une bactérie Gram -, anaérobie facultatif. Dotée de
propriété invasive en particulier pour les cellules épithé-
liales de l'intestin (14), son pouvoir pathogéne est égale-
ment li¢ i la production d'une endotoxine, la Shiga toxine.

Vibrio parabaemolyticus
Vibrio parabaemolyticus est une baciérie anaérobie facul-
tatif, Gram -. Le mécanisme de toxicité de la bactérie n'est

pas clirement identifie. Cependant, limplication d'une
entorotoxine est acceptée de méme que le rdle de deux
hémolysines thermostables (10).

Cette liste de bactéries associées a des infections ou intoxi-
nations n'est bien entendu pas exhaustive, Trés excep-
tionnellement en France, mais parfois plus courante dans
des pays présentant d'autres coutumes alimentaires, des
bactéries du genre Brucella, Pseudomonas cocovenenans,
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Pleisiomonas. .. peuvent étre i lorigine de maladies dues

a la consommation d'aliments.

Les champignons :

pas de réels dangers

Les champignons filamenteux peuvent étre des organismes
toxinogenes, psychrotrophes, supportant des a_ faibles et
des pressions osmotiques clevées. Cependant, la diversi-

on de notre

wntation empéche labsorption régu-

licre de doses suffisantes de toxines pour étre réellement
dangereuses (2). Le risque majeur émane de la présence
éventuelle de la toxine " patuline " séerété par Aspergil-
lus clavatus ou Penicillium expansum dans les pommes
de terre aliérées ou les jus de fruits.

La présence d'aflatoxines séeréiées surtout par Aspergil-
lus flavus (photo ci-dessus) peut étre mise en évidence
sur les graines d'oléagineux ou dans les tourteaux.

Citons enfin les ochratoxines séerétées par Aspergillus ocra-
ceus et Penicillium viridicatum, espéces communes sur
le mais, la citrine produite par Penicillium citrinum fré-
quent sur I'orge et le riz moisis et la citréoviridine élaborée
im citreo-viride, moisissure du riz (Japon) (7).

par Penic

Les parasites
Les infections parasitaires les plus fréquentes en France
sont celles causées par ingestion de viande de baeuf infes-
tée par Taenia saginata (3). Cette maladie reste cepen-
dant majoritairement bénigne. Citons également Taenia
solium, vehiculé par la viande de pore ou Toxoplasma
gondii (1) pouvant souiller la viande et les végéraux. Des
¢pidémies causées par la consommation de viande (porc,
cheval, baeuf.) infestée par Trichinella spiralis ont éé
recensées en Indonésie et en Th

inle.

Les virus : ’hygiéne en cause

Les virus

figurent parmi les principaux agents de mala-
dies d'origines alimentaires (12). Les virus se transmettent
a I'homme par l'intermédiaire des aliments i la suite d'une
contamination directe ou indirecte (défaut d'hygiene) de

E
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ceux-ci par des matiéres fécales humaines. Les aliments Bi

liograph

incriminés sont souvent des mollusques provenant d'eaux
1. Anonymous. 2004, The International Congress on

Toxoplasmosis. International Journal for Parasitology in

contaminées mais aussi de nombreux autres alime

nis

contaminés par des personnes infectées. Le virus de I'hé-

patite A et les virus des gastro-enterites de type novopi- PIESS:

rus, anciennement Norwalk, (photo ci-dessous) sont ceux 2. Bourgeois, C. M., J. F. Mescle, and |. Zucca. 1996.

les plus fréquemment impliqués dans les infections ali- Microbiologie alimentaire, Lavoisier Tec & Dac, Paris

mentaires (11). Ils peuvent étre inactivés par un chauf- 3.Centre d'Information des Viandes. 2002z. Micro-

fage suffisant. organismes et parasites des Viandes. Les connaitre pour
les maitriser. Cahier Sécurité des Aliments.

| 4. Goulet, V., C. Jacquet, P. Martin, V. Vaillant, E. Laurent,
and H. De Valk. 2004. Surveillance de la listériose
humaine en France, 2001. Bulletin Epidémiologique
Hebdomadaire g.

5. Haeghebaert, S., . Le Querrec, P. Bouvet, A, Gallay, Espié.
E, and V. Vaillant. 2002. Les toxi-infections alimentaires
collectives en France en zoo1. Bulletin Epidémiologique
Hebdomadaire so.

6. Health Protection Agency. General outbreaks of
foodborne illness, England and Wales laboratory Reports,
2003. COR Weekly 13.

7. ICMSF (International Commission on Microbiological
Specifications for Foods). 1996. Micro-organisms in foods :
Microbiological specifications of food pathogens. Blackie
academic & professional, London.

8. James, C., M. Nicolaon, and S. |. James. 1999. Review of
microbial and control measures in abattoirs. FRPERC
(Food Refrigeration and Process Engineering Reserach
Centre, University of Bristol, Langford.

9. Larpent, |. P. 2000. Listeria, 2* édition., Tec & Doc, Paris.

10. Larpent, |. P. 2000. Microbiologie et aliments

Microbiologie négative. Industries Alimentaires et
Agricoles mai:21-34.
. Le Guyader, 5. and M. Pommepuy. 200z, Contamination

Le respect des regles d'hygiéne et la mise en place de
méthodes HACCP (Hazard Analysis Critical Control Point)
estindispensable pour lutter efficacement contre les germes

pathogenes dans lindustrie agroalimentaire, Ces méthodes
préventives requicrent la formation des personnels et la mise
en place d'importants moyens économigques.

Lidentification des germes pathogénes les plus suscep-
tibles de se développer dans un produit est indispensable
dans le but de déterminer les moyens d’action envisa-
geables pour limiter les risques de contamination : emploi

e de
production anoxique, réfrigération, chauffage... Cepen-
dant, toutes ces opérations ont un impact sur la flore posi-
tive et la flaveur du produit. La réalisation systématique
de tests de vieilli

de désinfectant spécifique, mise en place de ¢

1

=

virale des aliments: création d'un réseau européen de

sement pour déterminer limpact sur la
surveillance et de recherche. Revue Frangaise des

Laboratoires 348:53-59,

flore microbiologique d'une modifi

-ation du procéd¢ ou
de la formulation est riche en information, néanmoins

elle reste longue et onéreuse. Depuis quelques années, 12. Organisation Mondiale de la Santé. 1997. Rapport
lamicrobiologie prévisionnelle peut aider les profes- trimestriel de statistiques sanitaires mondiales.
sionnels : en utilisant des modeles mathématiques, elle Organisation Mondiale de la Santé, Genéve.

peut prédire le devenir d'une population microbienne en 13. Sandel, M. K. and |. L. McKillip. 2004. Virulence and
fonction du procédé (conditions d'étuvage, de stoc- recovery of Staplylococcus aureus relevant to the food
kage...) et de la formulation (pH, a, concentrations en industry using improvements on traditional approaches.
inhibiteurs...), identifier des points critiques ou partici- Food Control 15:5-10.

per 4 la détermination de la date limite de consomma- 14. Tetteh, G. L., 5. K. Sefa-Dedeh, R, D. Phillips, and L. R.
tion d'un produit (2). L'ensemble des processus de fabri- Beuchat. 2004. Survival and growth of acid-adapted and
cation peut €tre pris en compte, de la production 2 unadapted Shigella flexneri in a traditional fermented
lemballage et au stockage sans oublier le role du Ghanaian weaning food as affected by fortification with

consommateur. En effet par un mauvais

stockage ou une cowpea. International Journal of Food Microbiology go:
cuisson inadéquate il peut également étre le principal 189-95.
responsable de I'infection alimentaire qu'il contracte.
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INTEGRATED MODELLING OF FOOD PROCESS AND BACTERIAL
BEHAVIOUR: APPLICATION FOR PREDICTING THE EVOLUTION OF L.
MONOCYTOGENES CONTAMINATION DURING DELICATESSEN PROCESS

V. ZULIANI, P. GARRY, J.L. VENDEUVRE
Centre Technique de la Salaison, de la Charcuterie et des Conserves de Viandes, Maisons-Alfort, France.

J.C. AUGUSTIN
Unité Mixte de Recherches RISQUAL ENVA/INRA, Maisons-Alfort, France.

I. LEBERT, A. LEBERT
Unité de Recherches sur la Viande, INRA, Theix, France.

Microorganism, food and process are the three main components involved in the quality and safety of food
products. Indeed food products may become microbiologically unsafe if the growth of pathogenic or
spoilage bacteria occurred in particular when they are not properly processed and stored. Predictive
microbiology is a powerful tool that can help professional to guarantee the microbiological quality of their
products. Nevertheless, too many models have been built in static condition with broth medium. So, their
ability to predict the behaviour of bacteria in food during its process (inducing dynamic environmental
conditions) is not as satisfactory as it could.

In this study, we developed a global modeling approach similar to that of Wilson ez al.[1]. Such approach
consists in combining a food-processing model and predictive bacterial models. As raw pork meat is part of
the most sensitive food concerning risk with Listeria monocytogenes contamination [2] there is a need to
understand and model the behaviour of L. monocytogenes during delicatessen processes. We thus applied
an integrated modeling approach to predict the behaviour (growth and decrease) of L. monocytogenes
taking account of the raw meat product characteristics and the process effects (formulation, heat processing
regime and storage temperature).

All experiments were carried out in raw minced pork meat artificially contaminated with L. monocytogenes.
We studied the effect of pH (five levels), water activity-a,- (five levels), heat processing regimes (four
time/temperature combinations) and storage temperature (two levels) on the evolution of contamination of
the bacteria.

Two bacterial models were used: a growth model and an inactivation model. A heat transfer model was also
used to take the change of temperature into account. The parameters of the models were adjusted in order to
take account of the influence of the product characteristics and the strain used. Predicted kinetics were
compared with experimental data obtained in more than one hundred different environmental conditions.
Models were first individually validated and the combined approach was also validated.

Such integrated approach, taking into account the characteristics of the medium, the bacteria and the
process predict accurately the evolution of listerial contamination in raw pork. It will be useful for
predicting food safety. It will also have many applications in HACCP or risk analysis.

References
[1] P.D. Wilson, T.F. Brocklehurst, S. Arino, D. Thuault, M. Jakobsen, M. Lange, J. Farkas, J.W.
Wimpenny and J. F. Van Impe. International Journal of Food Microbiology 73 (2002), p. 275

[2] I. Giovannacci, C. Ragimbeau, S. Queguiner, G. Salvat, J.L. Vendeuvre, V. Carlier and G. Ermel.
International Journal of Food Microbiology 53 (1999), p 127
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EFFETS COMPARES DE DEUX SELS DE SODIUM (CHLORURE ET
LACTATE) ET DU PH SUR L’INTERFACE CROISSANCE / NON
CROISSANCE DE LISTERIA MONOCYTOGENES DANS LA VIANDE
DE PORC.

V. Zulianit, I Lebert’, P. Garry', JC Augustin’, JL. Vendeuvre', A. Lebert’

!Centre Technique de la Salaison, de la Charcuterie et des Conserves de Viandes.
Maisons Alfort, France.

“INRA de Clermont Ferrand/Theix, SRV, St Genés Champanelle, France.

*Services d’Hygiéne et Industrie des Denrées Alimentaires d’Origine Animale,
Maisons-Alfort, France.

L’activité de 1'eau (a,) et le pH ont une influence prépondérante sur la survie et le
développement bactérien. Dans les aliments, le chlorure de sodium (NaCl) et le lactate
de sodium (NaL) sont couramment utilisés pour réguler 1’a,, de maniére a garantir la
stabilité et la sécurité microbienne.

L’objectif de ce travail est d’étudier I'influence du pH, de I’ay, de la nature et de la
concentration des sels utilisés pour la réguler., sur 'interface croissance / non
croissance et la cinétique de développement de Listeria monocytogenes (Lm).
L’évolution de la population de Lm est suivie pendant 7 jours a 20°C dans une mélée
de viande de pore préalablement inoculée, dont le pH a été ajusté.

Un plan d’expériences factoriel complet étudie : 3 niveaux d’a, (0,95 0,96 ; 0,97), 4
niveaux de NaL (0: 1,5% ; 3.0% ; 4.5%) et 3 niveaux de pH (5.6 ; 5.9 : 6.2). Lorsque
la quantité de NaL testée n’est pas suffisante pour abaisser 1'a, aux niveaux étudiés,
du NaCl est ajouté a la mélée.

L’interface croissance / non croissance de Lm évolue fortement selon la nature du sel
utilisé. En effet alors qu’une croissance est observée pour les 9 conditions d’a,*pH
testées lorsque le NaCl est utilisé comme dépresseur (niveau NaL 0%), une stagnation
du nombre de Lm est constatée dés ’ajout de 1,5% de NaL pour le pH 5.6 quel que
soit 1’a,. Le pourcentage de Nal ajouté a la mélée a également une influence
significative sur la vitesse de croissance de Lm: a pH 6,2 et 0,97 d’a,, aprés 24 h
d’ensemencement, la population de Lm augmente de plus de 2,5 Log lorsque le NaCl
est utilisé comme dépresseur. En présence de 1,5% de Nal cet aceroissement n’est
que de 1.2 Log alors que pour les niveaux 3.0 et 4,5% la population bactérienne
stagne. Aprés 7 jours & 20°C jusqu’a la concentration 3.0% de NaL, la phase plateau
est atteinte et I’accroissement final est de "ordre de 3.4 Log alors que pour 4,5%, la
phase exponentielle est en cours et I'accroissement d’environ 1.4 Log.

Dans les mémes conditions d’a,, et de pH. la présence de NaL représente pour Lm un
stress supplémentaire qui, additionné au stress osmotique (et parfois acide) ne permet
pas toujours son développement. Lorsque Lm parvient a s’adapter a cet
environnement hostile, sa phase de latence est significativement allongée et
I'accroissement de population observé au bout de 7 jours est plus faible. Ainsi, la
nature du dépresseur est un paramétre indispensable & prendre en compte lors de

I’¢tude de l'effet d'une diminution de 1'a, sur la survie ou le développement des
microorganismes.
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Validation of the Augustin y-concept model for Listeria monocytogenes in ground pork as a
function of pH, water activity and steam conditions
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Abstract

Listeria monocytogenes (Lm) 14 was inoculated in ground pork, a product model close bacon cubes.
The influence of pH, water activity and steam process on the growth / no growth interface and the
kinetics of Lm were studied. Then, the performance of the Augustin y-concept model was tested. The
model gives good results as 90 experiments on 100 were well described. Nevertheless, it is more
difficult to predict the growth of Lm near the growth / no growth interface.

Key words: predictive microbiology, Listeria monocytogenes, meat, a,,, pH, steam conditions

Intoduction

Listeria monocytogenes (Lm) has been recognised as an important new emerging foad born pathogen
that is responsible for numerous cases of listeriosis in the last 15 years. Bacon cubes are part of the
raw meat product which can frequently be contaminated by Lm during its processing because
contaminated raw material is used. Then it is essential to understand the capacity of the
microorganism to survive and multiply under conditions associated with the processing and storage of
bacon cubes for which industrial production dates back to the end of 80's years. The major steps of
the process consist in dressing pork belly, then meat is pickled (with salt and reducing sugar). Bacon
cubes are then steamed (to develop organoleptics qualities) and finally cut, acid salt pulverized and
conserved under modified atmosphere at 4/6°C.

The aims of this study, carried out in ground pork a product model close to bacon cubes, were to
simulate some of these processing units in order to validate the Augustin model for the response of
Lm as a function of pH, a,, (water activity), steam process and their interactions.

Materiels and methods

1 Collecting data

Organism and preparation of inoculum

L. monocytogenes 14, serotype 4b, was used throughout these experiments. It is a fast growing
strain’, isolated from an industrial pork batter. It was stored on glass beads at -20°C.

A 3—4 hours stationary phase inoculum containing about 10° Colony Forming Units / mL was obtained
after 3 subcultures in 10 ml Brain Heart Infusion (BHI; Oxoid) at 37°C on a rotary shaker (Novotron,
Infars, France) at 150 rpm.

Media

Growth was followed by plate count on Palcam agar (Biokar, Beauvais, France) for enumeration of Lm
and Plate Count Agar (Biokar) for total counts.

Meat decontamination

In order to work with meat samples which had equal and low initial contaminatiog, they were irradiated
with high electrons energies (AERIAL, Schiltigheim, France) to a dose of 15 kGy~

Adjusting a,, and pH

After meat thawing at 4°C, a,, was adjusted with NaCl (Normapur, PROLABO, France). The a,, of meat
was measured at 20°C with an electric hygrometer (a,-sprint TH500, Novasina, Roucaire, France).
After adjusting the a,,, pH was adjusted by addition of HCI, 1N or NaOH, 1N volumes.

279



Publications, articles et communications

The pH of the meat was measured using a MP230 pH meter (Mettler Toledo, France) and an Inlab
427 penetration probe (Inlab, France). The temperature was controlled with a probe (30K NTC, Mettler
Toledo) connected to the pH meter.

Meat inoculation
Meat samples were inoculated to reach 10° cells per gram of meat.

Steam

Steam treatment took place in an incubator (FC 90, Eurotherm, Dardilly, France). To guarantee the
homogeneity of the steam treatment for all the experiments, a rectangle of meat was formed. Its
measurement were adjust to the exactly weight of the batter”.

Experimental procedure

Enumeration of total bacterial count was made one time for each experiment just before meat
inoculation. Then the Lm contaminated meat was steamed and finally stored at 20°C in a refrigerated
incubator (KB 240, Binder, Tuttlingen, Germany). This temperature, straight upper than those used in
the meat processing industry allowed reducing the time of the experiments.

For each enumeration, 20g of meat was aseptically removed from the packagesz. Conceniration of
bacteria was determined in cfu per gram of meat.

Experimental designs

The study was carried out in fwo stages:

-In the first stage, the influence of the steam condition and the formulation (a,,, pH)} on the growth / no
growth interface and the kinetic of Lm was studied. A complete factorial design (4x5x5) was employed.
These experiments were also used to validate the Augustin model in comparing experimental data
point and predicted values.

The effects of steam condition (24h at 20°C called latter -24h/20°C - ; 4h at 42°C -4h/42°C-; 1h at
48°C - 1h/48°C - ; 1h at 53°C -1h/53°C -), pH (5.0; 5.3; 5.6; 5.9; 6.2) and a, (0.93; 0.94; 0.95; 0.985;
0.97) were tested.

The 4 steam freatments were chosen in order to reflect the evolution of the steam process that exists
in the meat industry. High values of pH and a,, tested are closed to those found for the commercial
bacon cubes average. The low values correspond to those frequently found for salami or other cooked
pork meats™ *.

For each of the 100 conditions, 4 sampling times of Lm were performed: at the beginning (t3) and at
the end of the steaming (1), then 4 days (t4) and & days (iz) after the end of the steaming.

This storage time was chosen because it corresponds, at refrigeration temperature, to the time
between the production and the use-by-date of bacon cubes. The t; enumeration allowed studying the
evolution of Lm during the steam step. The enumeration at £y was essential to realise kinetic curves (to
validate the model).

-In the second stage, in order to re-estimate some parameters of the model, 24 growth curves were
realised. According to the growth / no growth interface previously obtained, the experimental design
was chosen in the growth area of Lm. For each of the conditions tested, curves were realised in
triplicate and a minimum of 14 enumerations were made. First enumerations were made just after
inoculation of the meat. Then for conditions others than 24/h20°C, next enumerations were realised
just after the steam step. In those cases, the second enumeration was the first taking into account
during the fitting of the curves.

2 Data analysis

Growth / no growth interface

The differences, expressed in log, between the enumeration made at t; and at t; were calculated.
Conditions resulting in log increases = 1.0 were classified as positive for growth. Other conditions
were considered as positive for survival or decrease”.

Curve fitting
Growth curves were fitted from the experimental 14 points kinetics using the logistic growth model with
delay®.

- .,

,t=lag
X

= , 1= lag Eq. [1]
| X

=] i <expl— . =i -lag )
X )

xlt)=
1+

\
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where X is the maximum bacterial concentration, /ag is the lag time (h), ums: is the maximum
specific growth rate (h™).
Secondary model used

The Augustin secondary model is a multiplicative model which describe the effects of temperature, pH,
a,,_inhibitory substances and qualitative factors (nature of the growth medium, agitation) on p., and
lag” of Lm.

The Augustin model is based on several hypotheses:

- qualitative factors were assumed to have proporiional effect on [4,,..

- Hmax X Lag was assumed to be constant according to physiological state of bacteria

J‘j-um.’.s = ‘\,{Hapl CTVI 2 lllT :I'C"w] lltJDH :I'C"M'Z [(?,4 :l +E

_ @ Eq. [2]
\n(pt,,, Lag)=1nK +&'

where gy is the maximum specific growth rate (h") in the reference medium for optimal conditions, K
is a constant depending on the physiological state of the inoculum, = and &' are errors terms.

[0 X=X,
(X-x Nx-x_J) x

(¥, X 7~ X N - X - (3~ X DX, + Xy )2

10 X=X,

where X is temperature, pH or a,,, X, is the value below which no growth occurs, X, is the value at

which ., is equal to its optimal value p goyx), Xmax IS the value above which no growth occurs and n is
a shape parameter.

CJ‘LQ(__‘LY]:'- _ < X'::X:\ux Eq [3]

. . 1
r Tr . 7P
Wope-¥) | | Zge-2) | Eq. [4]

1z -z )|

| “opt “min®

L in = Xopt _{‘YGP" = rgin I

sy v
I_' lclpr Ynin®

with X, ¥ and Z being temperature, pH and a, and X, value below which no growth occurs for g
and Zgp.

Re-estimation of the Augustin model parameters

On order to use this model, we had first to configure it. Indeed, pH .-, 8ymine, Hoe@nd K have to be
adjusted according to our experimental data.

» Estimation of absolute minimal cardinal values and .
Fits were performed on the 24 growth curves realised by linear regression in minimizing the sum of the
squared residuals (equation [5]).The lag, the u,... the initial and maximal population were determined
for each experiments.

n . . -
S5R = Ell-i\'r{.f.-l'samnm - Arl:.”ﬁ_w:f .:I- Eq [5]
where n is the number of data points, N the concentration of Lm at the time t.
Umax Values abtained were compared with those predicted by the Augustin model according to pH, ay,
and storage temperature. Values of pH.ins, 8w mine @Nd pe were then performed by linear regression in

minimizing the SSR (equation [6]). Others cardinals values used were estimated equal to the values
obtained by Augustin® (Table 7).

SSR = Elllu may (1. ]ab:er-ﬂr' - -Iumae (”l".rm' -II-? Eq [6]
Table 1: cardinal values used to optimise pH s, 8y mins 80N fapy
Temperature (°C) | pH Aw
Minimal -3.0
Optimal 37.0 7.10 | 0997
Maximal 455 9.61 | 1.000
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» Estimation of K
Lag values previously obtained by fitting experimental data were compared with those predicted by the
Augustin model as described for pn.. As K is depending of the physiological state of the bacteria, for
each of the 4 steam process tested, according to values of pHuyins, 3w mins aNd o obtained, value of K
was optimised.

Results

1 Growth / no growth interface

Four graphs (one for each steam condition tested) representing the growth / no growth interface of Lm
were obtained (example for 4h/42°C Figure 1). We first notice that whatever the steam process the
minimal pH where a growth is observed decreases when the a, increases. In the same way, the
minimum a,, decreases when pH increases. Secondly, some small differences are observed between
interfaces of the four steam conditions. Nevertheless, the analysis of variance (P < 0.05) realised
proved that the steam process is not effective on this interface.

Moreover in order to study the influence of pH, a, and steam process on ., and lag values during
Lm growth, two combinations of formulation were selected. Thus growth curves were realised for pH
5 6/a, 0.95 and for pH 6.2/a,, 0.97 for the four steam treatments.

.

42 5l 33 53 57 58 8.1 63
pH

Figure 1- growth / no growth interfaces for Lm as a function of a, and pH for the 4h/42°C steam
process (w growth, GCiafty = 1.0, ono growth GCis/t = 1.0)

2 Estimation of the parameters for the Augustin Model.

After fits of the 24 kinetics curves realised, we obtain a pH,;.. of 4 343, an a,, ;- 0of 0.689 and a u,, of
1.343h™". Values of K obtained for each steam treatment were presented Table 2.

Table 2: values of K obtained for each steam conditions tested

Kasnooe | Kanaze | Kingee | Kinsaec
| values 2.95 0.36 1.31 1.07

Values of K obtained for steam 1h/48°C and 1h/53°C are closed, on the contrary the Kzanopec IS upper
and value for 4h/42°C is very low.

3 Performance evaluation of the Augustin model

In order to test the performance of the model, the data collected during the first stage experiments
(100 conditions tested) were compared with the growth curves predicted by the model. For steam
process 24h/20°C the 4 enumerations were taking into account, for the 3 others, only enumerations
realised after the steam were used. When the prediction conduced to an estimation of the Lm number
different from the experimental data more than +/- 0.5 log, it was considered as bad. In other cases,
predicted were considered as good (Figure 2).
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(a) 24h/20°C, a,0.94, pH 5.6  (b) 24h/20°C, a, 0.94, pH 5.9  (c) 24h/20°C, a,, 0.94, pH 6.2
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Figure 2: comparison of expenmental data (e) and predicted kinefics curves with Augustin model (—
|| represents the maximal error tolerated: +/~ 0.5 log

Figures (2a) and (2d) represent conditions where no significant growth is observed with a correct
prediction of the model. On the figures (2b), (2c) and (2f) good predictions of the L m growth are also
observed. On the contrary, the growth of Lm in the conditions of the figure (2e) is bad predicted by the
model.

Figure 3 represents a summary graph for all of the 100 conditions where predicted values were
compared with experimental data.
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Figure 3: evaluation of the perfarmance of the Augustin model as a function of pH, a, and steam
process

Discussion

Interactions between pH and a,, which are frequently used to limit the bacterial growth in meat
productg: as described by Leismerai were underlined during the study of the growth / no growth
interface. This first result confirms the fact that for good predictions, especially near the interface, the
use of a model that takes into account interactions is essential. Moreover re-estimaton of some
parameters of a model before its use is also necessary in order to take into account the specificity of
the strain and the subculture conditions. In this work, we obtain for pH,... and a, .. values
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respectively of 4.343 and 0.89. Such values are near those obtain by Le Marc'® which found for two
strains of Lm a pHmix” of 4.24 and 4.27 using HCI for pH adjustment. Using the same acid, Augustin"
found a pHn® of 438 and a a, mi,” of 0.913 with NaCl. As the nature of the medium has a great
influence on the bacterial growth'™ ', it is also indispensable to take its effect into account. Therefore
the |l was calculated for ground pork. We obtain a value of 1.343h" which is near this found by
Augustin”: 1372807 Using this re-parameterized model gives good predictions: ninety kinetics are
correctly predicted. The ten (four corresponds to steam 1h/53°C, four to 4h/42°C) others conditions
are all located near the growth / no growth interface indicating the difficulty to predict the development
of bacteria in such area.

Conclusion

The Augustin y-concept model can describe with a good accuracy the effect of pH, a, and steam
process on the kinetics of Lm in ground pork. Nevertheless, near the growth / no growth interface, the
performance of this model is not as satisfactory as in the growth or no growth areas.
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MODELISATION DES CONDITIONS DE CROISSANCE ET DE SURVIE DE LISTERIA
MONOCYTOGENES DANS LA VIANDE DE PORC TRAITEE EN SALAISON.

V. ZULIANI, P. GARRY, A. LEBERT

Les toxi-infections dues a des contaminations de denrées par des microorganismes
pathogeénes constituent un probléme majeur pour ’industrie agroalimentaire. En 2001, 559
foyers de toxi-infections alimentaires collectives (TIAC) ont été recensés en France, 10 % des
aliments identifiées a 1’origine de ces TIAC étant des produits de charcuterie / salaison. Parmi
les microorganismes pathogeénes impliqués, Listeria monocytogenes (Lm) est responsable
d’infections pouvant étre mortelles dans 20 a 30% des cas.

Malgré un regain d’intérét pour cette bactérie, peu de travaux s’intéressent aujourd’hui a
comprendre et modéliser le comportement de ce pathogéne en fonction de facteurs
environnementaux comme le pH, ’activité de 1’eau (ay) et de facteurs technologiques liés au
procédé de fabrication des produits. Or seule la maitrise de la formulation (ajustement
rigoureux du pH, de I’a,, , des concentrations en additifs...) et des procédés de fabrication
permet aux professionnels de garantir la sécurité sanitaire de leur produit.

Notre travail consiste a mesurer puis modéliser la croissance de Lm dans de la viande de
porc hachée, un produit modele proche des lardons. Un plan factoriel complet croisant 5
niveaux de pH, 5 niveaux d’ay et 4 conditions d’étuvage encadrant les valeurs rencontrées
dans I’industrie a été mis en place.

L’influence de ces 3 facteurs sur I’interface croissance / non croissance et sur la cinétique
de développement de la bactérie est étudiée ainsi que la performance d’un modele de
microbiologie. Le modele donne de bons résultats puisque plus de 80% expériences sont
correctement décrites. Le travail se poursuit afin de décrire:

1) le développement bactérien lorsque I’on se rapproche de I’interface croissance / non
croissance.
2) Il’'influence d’additifs sur la position d’interface.
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Introduction

Listeria monocytogenes is a well known foodborne pathogen which has been isolated from
various foodstuffs such as meat, poultry, eggs, seafood and vegetables (Membré et al., 1997).
Due to the ubiquitous nature of this bacterium in the slaughterhouse and in the meat
packaging environments, the behaviour of L. monocytogenes in meat product is receiving
increasing attention (Mbandi and Shelef, 2002). Indeed, it has been extensively studied for the
last twenty years and numerous predictive models have been published. Most of these
mathematical models were performed based on laboratory media experiments and were
elaborated from data coming from “kinetic growth™, therefore models can have difficulties in
making accurate predictions from actual food products. Predictive microbiology is a useful
tool to anticipate contamination of food because it can identify combinations of
environmental variables that just permit or just prevent growth. Moreover these parameters
have to be chosen according to the sensory quality of the product,

The purpose of this work was to determine the interface between growth and survival of L.
monocytogenes in ground pork.

Materials and methods

Organism and culture conditions

L. monocytogenes 14, serotype 4b, was used throughout these experiments. It is a fast
growing strain (Bégot et al., 1997), isolated from an industrial pork batter{Bégot, Lebert, et
al. 1997 #1453}, It was stored on glass beads at -20°C.

A 3 — 4 hours stationary phase inoculum containing about 10°CFU/mL was obtained after 3
subcultures in 10 ml Brain Heart [nfusion (BHI; Oxoid) at 37°C on a rotary shaker (Novotron,
Infors, France) at 150 rpm.

Meat decontamination

The fat was removed from shank-free shoulders of pork. The meat was minced. Rectangle
samples (20 x 15 x 1.3 cm) of about 400g were vacuum packed and frozen at -20°C. In order
to work with meat samples which have equal and poor initial contamination, frozen samples
were irradiated to a dose of 10 kGy with high electrons energies (AERIAL, France). It is the
minimum dose which allowed the reduction of the number of bacteria without forming a lot
of oxidation compounds (Farkas, 1998). Indeed, these compounds have a positive influence
on the growth of L. monocytogenes

Adjusting a,
After meat thawing at 4°C, the a,, was adjusted with NaCl (Normapur, PROLABO, France).
NaCl was sterilized by autoclaving for 15 min at 121°C.

The a, of meat was measured at 20°C with an electric hygrometer (a,-sprint TH500,
Novasina, Roucaire, France)
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Adjusting pH

After adjusting the a,,, pH was adjusted by addition of sterilized (15 min / 121°C) HCI, IN or
NaOH, IN volumes.

The pH of the meat was measured using a MP230 pH meter (Mettler Toledo, France) and an
Inlab 427 penetration probe (Inlab, France). The temperature was controlled with a probe
(30K NTC, Mettler Toledo) connected to the pH meter,

About three gramme of each meat blatter adjust to different pH was removed and used to
measured a,,

Experimental design

A factorial design with 2 factors (pH and a,) at 5 levels each (complete block factorial
experiment) was chosen in order to comply with actual values in the meat processing
industry.

The twenty five conditions of (pH, a,) were tested for pH = 5.0, 53, 5.6, 59, 6.2 and
a,=0.93,094,0.95,096,0.97.

Experimental procedure

120g of meat were used for each tested condition. After adjusting a,, and pH. enumeration of
total count was made, then meat was inoculated with the stationary phase third subculture to
reach 10° cells per gram. Meat samples were stored at 20°C. On days 0, 1, 4 and 6 of
incubation enumeration of L. monocytogenes was made.

20g of meat was aseptically removed from the packages and placed into stomacher bags
(InterScience, France) with 180 ml of tryptone (0.85 %)-salt (0.01 %) water. Samples were
then stomached in a Model 400 Lab Stomacher (InterScience, France) for 1 min and serial
dilutions were made. Subsequent duplicate plating was made on Palcam (Biokar, France) for
enumeration of L. monocytogenes and on Plate Count Agar (Biokar, France) for total count
using a spiral Plater (SpiralSysteme DS, InterScience). Plates were incubated for 24h at 37°C
for L. monocytogenes, 72h at 30°C for total count and then enumerated. Counts were recorded
as a logarithm of colony forming units per gram (CFU/g).

Data analysis

The differences, expressed in log, between the initial (day 0) and the final (day 6)
enumerations of L. monocytogenes were calculated.

Conditions resulting in log increases > 1.0 compared to the initial inoculum level were
classified as positive for growth. Other conditions were considered as positive for survival or
decrease.

Results and discussion

Experimental design range was well chosen because it allowed (Leistner, 1999) the
observations of the growth limits of L. monocytogenes in pork meat at 20°C. In Figure 1,
three zones are distinguished :

- a zone where a,, > 0.945 and pH > 5.0 : in those conditions growth were always observed.

- a zone where a,, < 0.930 and pH < 6.2 : in those conditions no growth were observed.

- an intermediate zone where 0,930 < a,, < 0,945 and 5.0 < pH < 6.2 in which growth and no
growth were observed. This zone illustrated the so-called hurdle effect (Leistner, 1999) : the
minimal value for growth of an environmental factor changes if another factor is near (but
upper) its critical value. This can be put down to interactions between the different
environmental factors which influence development of bacteria.

The pH in raw salted pork in the marketplace ranges from 5.8 to 6.1, the a,, from 0.955 to
0.965. Those values are compatible with the growth of L. monocvtogenes. Nevertheless, the
present study confirms that reducing a,, and/or pH by adding NaCl and acid is an important
food preservation technique (Presser et al., 1998) which could result in “non thermal
inactivation™(Ross et al., 2000).
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Figure 1: Observation of growth or no growth of Listeria monocytogenes in pork meat at

20°C as a function of a,, and pH: e growth observed after 7 days; o no growth observed after 7
days.
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Résumé

En France, les récentes épidémies de listériose ont conduit les professionnels de la charcuterie/salaison a
étudier les potentialités de croissance, de survie et de destruction de Listeria monocytogenes, au cours de la
fabrication et de la conservation de leurs produits. La microbiologie prévisionnelle est un outil qui peut les
aider a atteindre cet objectif. Dans ce travail, un modele a été développé pour prédire 1’évolution de
contamination de L. monocytogenes, dans de la viande de porc, soumise au procédé de fabrication des
lardons (saumurage avec ajout d’inhibiteur(s), fumage, étuvage). Les étapes de ce procédé font évoluer les
propriétés physico-chimiques de la viande (température, activit¢é de [’eau, pH, concentrations en
inhibiteur(s)), propriétés qui influencent le développement bactérien. Les expériences de cette étude ont été
réalisées dans de la viande de porc hachée et ionisée (aliment modéle pour 1’étude des lardons). Elles ont été
utilisées pour développer un modéle combiné composé :

- d’un modg¢le de transfert thermique, qui prédit 1I’évolution de la température, en tout point de 1’aliment

mode¢le, en fonction des procédés d’étuvage et de stockage,

- de modeles de microbiologie prévisionnelle, prédisant la destruction thermique et la croissance de

L. monocytogenes, en fonction des propriétés physico-chimiques de I’aliment modéle.

Apres I’étuvage, les bactéries ayant survécu se développent plus rapidement que celles qui n’ont pas subi
de traitement thermique. Ensuite, la conservation de 1’aliment modéle a température de réfrigération, couplée
a l’ajout de sel(s) d’acide(s) organique(s) dans la saumure, inhibe ou limite la croissance de
L. monocytogenes.

L’évolution de température dans la mélée en fonction des procédés d’étuvage et de stockage est
correctement prédite par le modele de transfert de chaleur. Le modéle combiné prédit correctement, dans de
nombreuses conditions, la destruction thermique de Listeria, puis sa croissance ou sa survie, en fonction de
la température, du pH, de I’a,, de la nature et de la concentration en inhibiteur(s). Le modéle combiné prédit
également la fronticére entre les domaines de croissance et d’absence de croissance. Il peut étre appliqué pour
déterminer la date limite de consommation des produits de charcuterie/salaison, en fonction des parameétres
du procédé.

Prediction of the bacterial contamination during the manufacturing and the storage of food product.
Application to pork meat contaminated with L. monocytogenes

In France, recent listeriosis epidemics lead delicatessen producers to study the growth, survival and
inactivation of L. monocytogenes during the manufacture and the storage of their products. Predictive
microbiology is a tool which can help them to achieve this aim. In the present work, a model was developed
to predict L. monocytogenes kinetics in ground pork subjected to the diced bacon process (brining with
addition of ihnibitor(s), smoking, heating process). The different stages of the process modify
physicochemical properties of the meat (temperature, water activity, pH, concentration of inhibitor(s)), such
properties influence the bacterial behavior. Experiments of this work were carried out in minced and
irradiated pork meat (food model for the study of diced bacon). They were used to develop an overall model
with:

- a heat transfer model which predicts the evolution of the temperature according to heat process phase

and storage process,

- predictive microbiology models which predict thermal inactivation and growth of L. monocytogenes

according to physicochemical properties of the food model.

After the heat process phase, bacteria which survived grow faster than bacteria which were not subjected
to the heat treatment. Then, the storage of the food model at cold temperature, combined with the use of
organic(s) acid(s) salt(s) in the brine, limits or inhibits the bacterial growth.

Evolution of the temperature in the meat batter according to heat process and storage process is well
predicted by the heat transfer model. The overall model correctly predicts, in several conditions, the thermal
inactivation of Listeria and its growth or survival as a function of temperature, pH, a,, nature and
concentration of inhibitor(s).The overall model also predicts the boundary between the growth and the no
growth areas. It can be used to determine the use-by-date of delicatessen products according to the
parameters of the process.
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