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Résumé

Dans un contexte d’une population sans cesse grandissante et de la diminution des
terres arables, la production alimentaire doit étre de plus en plus efficace pour assurer un
meilleur rendement. Avec la mondialisation de 1’alimentation, les distances parcourues
par les denrées sont augmentées, ce qui accroit les risques de contamination et de
dégradation. Pour pallier a cette problématique, il est primordial de trouver de nouvelles
technologies afin d’accroitre la salubrité alimentaire. De plus, une meilleure éducation
des consommateurs les ont poussé a s’intéresser a la nourriture qu’ils mangent. De ce fait,
ils demandent maintenant des aliments sans additif et aussi ils aiment reconnaitre le nom
des matiéres premiéres sur la liste des ingrédients. Ces nouvelles demandes de la part des
consommateurs amenent de nouveaux défis pour les industriels produisant ces aliments.
De ce fait, le but de cet ouvrage était de développer de nouvelles solutions
antimicrobiennes d’origines naturelles afin d’améliorer la sécurité des aliments préts a
manger.

Les résultats obtenus lors de ce travail ont permis de mettre en évidence les
propriétés antimicrobiennes des huiles essentielles et des métabolites bactériens tels les
acides organiques et les bactériocines. En premier lieu, un criblage in vitro a permis de
sélectionner les meilleures molécules. Par la suite, la mise au point d’un modéle
alimentaire de charcuteries représentant une contamination par la bactérie Listeria
monocytogenes a permis de faire un second criblage in situ. Toutefois, avec
I’augmentation de la popularité des aliments préts 8 manger, il est possible que ces
solutions ne s’appliquent pas a toutes les situations. De ce fait, la modélisation
mathématique est un des moyens pouvant étre utilisé pour prédire la sécurité des aliments.

Ainsi, la réalisation d’un modéle mathématique prédisant la croissance de L.
monocytogenes dans les charcuteries prétes & manger répondait a cette problématique. Ce
modele est un outil disponible pour les industriels leur permettant de minimiser le nombre
de formulations alimentaires a tester. De plus, ce modele a permis de mettre en évidence
des interactions entre les molécules antimicrobiennes et certains parametres intrinséques

de I’aliment.

Etudiant Directrice de recherche
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Introduction

Déja 10 000 ans avant notre ére, la conservation des aliments était une préoccupation
importante pour la race humaine. Les moyens de conservation privilégiés étaient le froid,
la chaleur, le séchage et la salaison. La plupart des techniques utilisées furent découvertes
grice au mode de recherche essais et erreurs. Suite au développement des méthodes
scientifiques et de la découverte des agents responsables de la détérioration des aliments,
des actions réfléchies ont permis d’élaborer des nouvelles technologies augmentant les
temps de conservation et la sécurité des aliments. De plus, dans le contexte ou une
population sans cesse grandissante et une diminution des terres arables sont observées, la
production alimentaire doit étre de plus en plus efficace pour assurer un meilleur
rendement. Le phénoméne de mondialisation de production alimentaire augmente les
distances parcourues par les denrées ce qui accroit les risques de contamination et de
dégradation des aliments. L’organisation mondiale de la santé estime que 25% des
denrées alimentaires produites sont perdues avant la vente aux consommateurs. Aux
Etats-Unis, 76 millions de maladies sont d’origine alimentaire et causent 325 000
hospitalisations et plus de 5000 décés chaque année. Au banc des accusés nous retrouvons
des genres bactériens pathogénes tels que Campylobacter, Salmonella, Clostridium et
Listeria. Pour pallier a cette problématique, il est primordial de trouver de nouvelles
technologies afin d’assurer la salubrité¢ alimentaire. La problématique associée aux
contaminations microbiennes des mets préts & manger est d’autant plus importante
puisque ce type d’aliment n’est habituellement pas soumis a un traitement thermique
suffisant pour détruire les microorganismes avant d’étre consommeé.

L’année 2008 fut déterminante pour le secteur de I’industrie agroalimentaire
canadien. Un épisode de contamination sans précédent vu le jour. Le décés de 23
personnes causé par une contamination par la bactérie Listeria monocytogenes de viande
préte a manger amena des changements dans la mentalité des consommateurs et aussi des
industrielles produisant la nourriture consommée au Canada. De plus, d’importantes
modifications a la réglementation canadienne ont été apportées afin d’améliorer la
sécurité¢ des aliments. Ainsi depuis ce jour, la sécurité alimentaire est devenue une des

préoccupations les plus importantes pour les Canadiens.



Une autre tendance a aussi vu le jour au début des années 2000. Les
consommateurs ont développé un intérét pour la nourriture qu’ils consomment et de ce
fait ils regardent plus que jamais la composition des aliments qu’ils mangent. En
inspectant les listes d’ingrédients, les acheteurs sont a la recherche de noms qu’ils
connaissent. La tendance est a s’éloigner de I’utilisation d’ingrédients que les clients ne
retrouvent pas dans leur cuisine. Ainsi, suite 4 ce nouveau penchant, de nouveaux défis
sont apparus pour les producteurs d’aliments. Alors que par le passé un ingrédient ayant
un nom se rapportant & une molécule de synthése étaient adéquat pour pallier a une
problématique spécifique (ex : le nitrite de sodium pour empécher la croissance des
pathogénes) il est maintenant nécessaire de développer de nouvelles méthodes se
rapportant a des items ayant une origine plus naturelle (ex : vinaigre, jus de citron, etc.).

Depuis I’apparition de la vie sur terre, les organismes vivants sont en constante
compétition pour leur survie. Afin de résister a I’envahissement, les espéces vivantes ont
développées des moyens de défense. Par exemple, les végétaux synthétisent des
molécules pour empécher d’étre détruits par des insectes, des champignons ou des
bactéries. Il est possible d’extraire et concentrer ces molécules lors d’une distillation du
matériel végétal afin de produire une huile essentielle. Cette huile essentielle pourrait étre
utilisée afin d’éliminer les microorganismes pathogénes dans les aliments.

Les bactéries lactiques sont aussi bien connues pour leurs défenses contre les
envahisseurs. Par exemple, elles produiront des acides organiques pour acidifier leur
environnement. Les bactéries lactiques possédent une résistance accrue a un
environnement acide donc elles diminueront les compétiteurs potentiels. Les bactéries
lactiques possédent aussi d’autres mécanismes plus spécifiques. Par exemple, elles
peuvent produire des peptides antimicrobiens, appelés bactériocines, qui seront
spécifiques a certaines familles de bactéries.

La combinaison de la demande pour des aliments plus naturels et une sécurité
accrue ameéne les scientifiques en sciences alimentaires a mieux acractériser I’efficacité
antimicrobienne des aliments de base utilisés depuis des générations. Les nouvelles
connaissances sur les microorganismes qui causent les maladies d’origines alimentaires
les plus fréquentes permettent de mieux contrdler cette problématique. Une recherche

axée sur la combinaison de traitements pour améliorer 1’efficacité antimicrobienne




permetira de mettre en évidence des synergies entre des molécules spécifiques et répondra

cette double problématique.
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Les maladies d’origine alimentaire
Les aliments sont une source importante de maladies de toutes sortes (prions, virus,

bactéries, parasites, insectes, métaux lourds, etc.). La contamination des aliments peut
causer des gastroentérites et mener & des conséquences sévéres telles que les maux
d’estomac, les méningites, des défaillances d’organes et méme la mort. Un des problémes
majeurs reliés aux maladies alimentaires est que la majorité des infections ne sont pas
signalées aux autorités gouvernementales vu la faible intensité des malaises que la plupart
des infections causeront. Ainsi, la majorit¢ des infections ne nécessiteront pas de
traitements médicaux et se résorberont en quelques jours. De ce fait, I’évaluation de la
problématique de la contamination des aliments est d’autant plus difficile a évaluer. En
1999, aux Etats-Unis, il était estimé que la consommation humaine d’aliments était
responsable de 76 millions d’épisodes de maladie, 325 000 hospitalisations et 5000 morts
chaque année. Les microorganismes connus causaient 14 millions d’infections, 60 000
hospitalisations et 1800 morts chaque année. Les trois plus grands groupes responsables
de ces infections étaient les virus (60%), les bactéries (30%) et les parasites (3%). La
distribution des infections par des bactéries pathogeénes en 1999 est illustrée dans la
Figure 1. Les bactéries les plus fréquemment responsables des infections étaient
Campylobacter spp. (47 %), Salmonella non-Typhi (32 %), Clostridium perfringens (6
%), Staphylococcus spp. (4 %), Escherichia coli O157:H7 (2 %), Yersinia enterocolitica
(2 %), Shigella spp. (2 %), Bacillus cereus (1 %), Streptococcus spp. (1 %) and
Escherichia coli non-O157:H7 (1 %) (Mead et al., 1999).
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Figure 1: Distribution des maladies causées par des bactéries pathogénes connues aux

Etats-Unis avant 1999 (Mead et al., 1999).

Une nouvelle étude, parue en 2011, a évalué I’impact des maladies d’origine alimentaire
(Scallan, Griffin, Angulo, Tauxe, & Hoekstra, 2011; Scallan, Hoekstra, et al., 2011). Aux
Etats-Unis, il était estimé que la consommation humaine d’aliments contaminés causait
48 millions de maladies, 128 000 hospitalisations et 3000 morts. De ces nombres
alarmants, 9.4 millions de maladies, 56 000 hospitalisations et 1350 morts sont causés par
les virus (59%), bactéries (39%) et les parasites (3%). La distribution des infections par
les agents pathogeénes en 2011 est illustrée dans la Figure 2. Les bactéries les plus
fréquemment responsables des infections sont Salmonella non-Typhi (28 %), Clostridium
perfringens (27 %), Campylobacter spp. (23 %), Staphylococcus spp. (7 %), Shigella spp.
(4 %), Escherichia coli non-O157:H7 (3 %), Yersinia enterocolitica (3 %), Bacillus
cereus (2 %) and Escherichia coli O157:H7 (2 %) and Vibrio parahaemolyticus (1 %)
(Scallan, Hoekstra, et al., 2011). Une comparaison entre 1’étude de 1999 et 2011 permet
de mettre en évidence une augmentation importante des infections par Clostridium (6

contre 28%) et une diminution des infections par Campylobacter (47 contre 23%).
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Figure 2: Distribution des maladies causées par des bactéries pathogénes connus aux

Etats-Unis avant 2011 (Scallan, Hoekstra, et al., 2011).

Aux Etats-Unis, il a été évalué que les maladies d’origine alimentaire colitent en moyenne
77 milliards de dollars par années (Scharff, 2012). Au Canada, les maladies sévéres
gastrointestinales ont un coit estimé de 3.7 milliards de dollars par année (Thomas,

Majowicz, Pollari, & Sockett, 2008).

Habituellement, les maladies alimentaires causent des symptomes plus sévéres chez les
individus ayant un systéme immunitaire plus faible. Les jeunes enfants, les personnes
agées et les patients immunosupprimés (SIDA, cancer et receveur d’organe) sont plus
susceptibles de succomber aux complications d’une infection par un microorganisme
pathogéne. Toutefois, les microorganismes possédent un degré de virulence variable et
peuvent surmonter la défense immunitaire d’un humain en santé et peuvent ultimement

mener a la mort de son héte.




Listeria monocytogenes
L. monocytogenes est une bactérie Gram positive en forme de batonnet, mobile (sous

certaines conditions), avec un métabolisme anaérobie facultatif et est responsable de
maladies alimentaires nommée listériose. Il a ét¢ démontré que le pH intracellulaire de L.
monocytogenes ne variera pas (pHis=8) lorsque que le milieu extracellulaire varie entre 5
et 8 (Budde & Jakobsen, 2000). Cette maladie se décrie comme une infection systémique
des personnes immunosupprimées et des personnes dgées. Cette bactérie peut aussi
traverser la barriére placentaire et causer la mort du feetus. Aux Etats-Unis, ce pathogéne
est responsable chaque année de 1591 épisodes de maladies, 1455 hospitalisations et 255
morts (Scallan, Hoekstra, et al., 2011). Le taux de mortalité d’une personne infectée par
ce microorganisme est parmi les plus élevés des pathogénes alimentaires et se situe au
alentour de 20%. Au Canada, la moyenne varie entre 1.8 et 3.4 cas par million d’habitants
par année pour les années 1995 a 2004. Dans cette méme période, les sérotypes de L.
monocytogenes les plus fréquemment isolés lors d’épisodes de contamination sont 1/2a

(49 %), 4b (33%) and 1/2b (13%) (Clark et al., 2010).

Cette bactérie peut éviter la réponse immunitaire du corps humain en voyageant entre les
cellules sans s’exposer au milieu extracellulaire. L. monocytogenes est une bactérie
ubiquitaire car il est possible de la retrouver dans le sol, I’eau, les végétaux, le tractus
intestinal d’animaux et méme chez certains humains qui sont en bonne santé (porteurs
sains). Entre 5 a 10% des adultes en bonne santé pourraient étre porteur de ce
microorganisme. Son caractére ubiquitaire la rend trés difficile a éliminer et elle peut se
multiplier dans un large éventail de température (0 a 40 °C). Il est d’autant plus difficile
de relier les cas de contamination & un aliment spécifique puisque la période d’incubation
avant de développer les symptomes de la listériose peut s’étendre jusqu’a 70 jours.
(Salyers & Whitt, 2002). Toutefois, la bactérie L. monocytogenes ne forme pas de spores
et est facilement éliminée par les traitements de chaleur utilisés lors des étapes de cuisson
de la plupart des aliments (70 & 75 °C). L’augmentation de la popularité des mets prét a
manger (PAM) est une opportunité parfaite pour la multiplication des cas de

contamination par cette bactérie.



En 2008, une éclosion majeure des cas de contamination de L. monocytogenes a été
découverte. La contamination provenait d’une usine de transformation de la viande située
en Ontario et détenue par la compagnie Maple Leaf. Les produits étaient distribués dans
sept provinces canadiennes. De cet épisode, 57 cas de listériose ont été confirmés et de ce
nombre 23 personnes ont perdu la vie. La contamination a coiité plus de 45 millions de
dollars a la compagnie Maple Leaf. Cette crise a mené a des changements majeurs a la
politique agroalimentaire canadienne afin de prévenir les contaminations futures (Farber,

Kozak, & Duquette, 2011).

La composition de la viande
Le mot viande est le terme général qui décrit la partie comestible de la chair du muscle

d’un animal. Cet aliment est une excellente source de nutriments tels que les protéines,
vitamines et minéraux. De fagcon générale, la viande se compose principalement d’eau
(75%), protéines (20%), gras (5%), sucres (1%) et vitamines (1%). Ces pourcentages
variront en fonction de 1’animal et du muscle choisis. La protéine majoritaire dans la
viande est la myosine. La myosine posséde un point isoélectrique (pI) de 5.4. Lorsque le
pH de la viande est de 5.4, la charge globale de la protéine sera neutre et ainsi les charges
positives et négatives s’attireront. Lorsque le pH est supérieur au pl, les protéines
possédent les mémes charges et auront tendance a se repousser et ainsi pourront du méme
fait emmagasiner une quantité supérieure d’eau entre les protéines de la viande. Les
concentrations élevées d’humidité et de nutriments de la viande sont des €léments qui
supportent la croissance de plusieurs microorganismes. A I’origine, la viande est stérile
avant I’abatage des animaux. Lors de la découpe, la bréche de la peau expose la couche
externe des piéces de viande et permet la contamination potentielle des aliments par les
microorganismes présents dans I’environnement. Les bonnes pratiques de fabrication
limiteront les contaminations. Un niveau plus faible de bactéries totales apres le
découpage permettra une conservation plus longue. Les bactéries lactiques sont
principalement responsables de la dégradation de la viande fraiche et cuite en agissant par

’acidification de celle-ci (Huff-Lonergan & Lonergan, 2005).

10



Les acides organiques
Les acides organiques (AO) sont des composés organiques possédant des propriétés

acidifiantes. Le groupe des AO le plus répandu est le groupe des acides carboxyliques qui
se décrivent par la présence d’un ou plusieurs groupes carboxyliques (-COOH) sur la
molécule. Les acides carboxyliques les plus fréquemment retrouvés sont décrits dans le
Tableau 1. Plusieurs AO sont utilisés dans I’industrie alimentaire pour leurs propriétés
antimicrobiennes et antioxydantes. Au Canada, la majorité des acides organiques sont
permis dans les aliments. Toutefois, certaines restrictions quant a leur utilisation
s’appliquent sur le type d’aliment ainsi qu’a la concentration permise. Il est possible de
consulter le réglement sur les aliments et drogues (C.R.C, ch 870) section B.16.001 pour
les limites spécifiques de chacuns des composés. La plupart des AO utilisés
industriellement sont d’origine synthétique. Il est possible de faire I’extraction des AO
des végétaux (ex: I’acide ascorbique extrait des agrumes) et des produits de fermentation

des microorganismes (ex : acide lactique des bactéries lactiques) (Smid & Corris, 2007).
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Tableau 1: Acides organiques les plus fréquemment retrouvés dans ’industrie alimentaire (adapté de Van Immerseel et al.,

2006).

Acide Formule chimique Poids moléculaire (g L) pKa
Formique HCOOH 46.03 3.75
Acétique CH3;COOH 60.05 4.76
Propionique CH3CH,COOH 74.08 4.88
Butyrique CH3CH2CH2COOH 88.12 4.82
Lactique CH3CH(OH)COOH 90.08 3.83
Sorbique CH;CH:CHCH:CHCOOH 112.14 4.76
Fumarique COOHCH:CHCOOH 116.07 3.02
Benzoique C¢HsCOOH 122.12 4.19
Methyl Butanoique CH3SCH3CH.CH(OH)COOH 149.00 3.86
Malique COOHCH:CH(OH)COOH 134.09 3.40,5.13
Tartarique COOHCH(OH)CH(OH)COOH 150.09 2.98,4.34
Ascorbique CeHzOs 176.12 4.10
Erythorbique CsHzOs 176.12 4.10
Citrique COOHCH:C(OH)(COOH)CH2COOH 192.14 3.13,4.77,6.40
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La production de viande PAM autre que les produits fermentés requiére un pH
légeérement acide qui varie entre 6.0 et 6.4. Tel que décrit précédemment, outre I’effet sur
la multiplication des microorganismes, le pH aura un effet principalement sur I’absorption
de I’eau par I’aliment. Pour cette raison, il est impossible d’ajouter les AO sous leur
forme acide. 1l est donc possible de neutraliser les OA avec une base forte (ex : NaOH)
afin de produire le sel de I’acide organique (SAO). Par exemple, en combinant 1’acide
lactique avec le NaOH, il y a production du lactate qui est une molécule d’acide lactique
avec un atome de sodium remplagant I’hydrogéne sur le groupe carboxylique (RCOOH
— RCOONa). Quand I’AO est en solution aqueuse, il y a un équilibre entre la forme
conjuguée (RCOOH) et la forme dissociée (RCOO™ H+) de I’acide. Il y a 50% de chaque
forme quand le pH du milieu est égal au pKa de I’acide. Si le pH est supérieur au pKa il y
aura plus de la forme dissociée et si le pH est plus faible que le pKa il y aura plus de la
forme conjuguée. Certains AO possédent plus d’un pKa car ils possédent plusieurs

groupements carboxyliques (Horton, Moran, Ochs, Rawn, & Scrimgeour, 2002).

OH OH 5
e 2 r
COOH e 3 coo” . cod
HOOC'/k( pKa 298 HOO(.J\( pKa+3s O ooc)\r
OH OH L
Acide tartarique Hydrogéne tartarate Tartarate

Figure 3: Effet du pH sur la forme majoritaire des acides organiques en solution aqueuse

L’équation de Henderson-Hasselbach
La proportion d’acides conjugués se calcule selon 1’équation de Henderson-

Hasselbach : pH = pKa + (log([A-}/[HA]) ou le pH est celui du milieu, pKa est la
constante de dissociation de I’acide et [A-]/[[HA] est le ratio des concentrations d’acides
conjugués par rapport aux acides dissociés. Lorsque le SAO est ajouté en solution il se
dissociera et retrouvera son équilibre (conjugué/dissocié) selon le pH du milieu et le pKa
de I’acide. Les AO agissent sur les bactéries en pénétrant a travers la membrane cellulaire

sous leur forme conjuguée seulement et en se dissociant par la suite a I'intérieur du
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cytoplasme. La dissociation dans le cytoplasme aura pour effet d’acidifier le milieu et
interférera avec la machinerie cellulaire de 1’organisme (Figure 4). Les microorganismes
possédent des pompes a protons régulant I’acidité du cytoplasme mais requiérent de
I’énergie (ATP) pour les faire fonctionner. Ainsi, I’énergie dépensée a la régulation le
I’homéostasie ne pourra étre utilisée pour se multiplier. Pour cette raison, les acides
organiques en solution légérement acide posseédent principalement un effet

bactériostatique et non bactéricide (Jamilah, Abbas, & Rahman, 2008).

Cellule bactérienne
Ratio
selon pKa

/l/{ RCOOH
solutlon {RCOO e A H* Tl pH=8
+H20 RCOO H*
S8l { RCOONa i H
neutralisé

ADP<— ATP

Figure 4: Réaction des acides organiques et de leurs sels lorsque mis en solution et ainsi

que leurs effets sur les bactéries.

Les acides organiques dans les aliments
Aux FEtats-Unis, plusieurs AO sont considérés comme « GRAS » par le FDA

(http://www.fda.gov/Food/FoodIngredientsPackaging/GenerallyRecognizedasSafeGRAS)
. Au Canada, les AO sont permis dans les aliments par Santé¢ Canada et I’Agence de
I’Inspection des Aliments (ACIA). Toutefois, I'utilisation des AO spécifiquement comme
antimicrobiens est encadrée par des limites au niveau de chaque catégorie de produits
dans lesquels ils peuvent étre incorporés et par une concentration maximale pouvant étre
ajouté. Vu leur caractére sécuritaire pour la consommation humaine et leur propriétés
antimicrobiennes, plusieurs recherches utilisent les acides organiques pour contrdler la

multiplication des populations bactériennes dans les aliments.
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Analyse des acides organiques
La réalisation des études de validation requiert que les antimicrobiens présents dans les

aliments puissent étre mesurés de fagon quantitative. La méthode habituellement
sélectionnée sépare les acides organiques par HPLC et les quantifie a 1’aide d’un
détecteur UV. Plus précisément, la méthode d’exclusion d’ion est utilisée pour la
séparation de molécules faiblement ionisables comme les AO. Le copolymére a I’intérieur
des colonnes de HPLC est un polystyréne-divinylbenzéne sulfoné. L