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RÉSUMÉ 

Cette étude visait à développer des formulations antimicrobiennes à base d'huiles essentielles (HE) et de 

bactériocine pour prolonger la durée de conservation des produits carnés. Dans un premier temps, 

l'optimisation de la production de bactériocines par les bactéries lactiques présentes dans deux ferments 

commerciaux (ferments FLC et MnF) a été réalisée en variant les conditions de culture de ces bactéries, et 

l’activité antimicrobienne des bactériocines a été mesurée par la méthode de diffusion des puits. Les résultats 

ont montré que la production de bactériocine par les bactéries lactiques du ferment FLC était améliorée dans 

le bouillon MRS contenant du mannose et de l'extrait de levure, avec un pH initial de 5 dans une 

fermentation conduite à 28 ℃ et l'activité était de 2044,44 UA/mL. L'activité antimicrobienne des bactéries 

lactiques du ferment MnF a été améliorée avec de la peptone de pois ajoutée au milieu MRS avec un pH 

initial de 6,5 dans une fermentation conduite à 24 ℃ et l'activité était de 188,89 UA/mL. La CMI des 

bactériocines du ferment FLC et d'autres composés dont l'extrait de citron, la formulation méditerranéenne, 

et les huiles essentielles de thym, Cinnamon tamala et Cinnamon zeylanicum a ensuite été déterminée par 

le test de microdilution sur des bactéries pathogènes et détérioration de la viande. La méthode du damier a 

par la suite été utilisée pour évaluer l'effet combiné de ces antimicrobiens. Les résultats ont montré que 

l'extrait de citron, la formulation méditerranéenne, les HE de thym, Cinnamon tamala et Cinnamon 

zeylanicum ont inhibé la croissance des bactéries testées à des concentrations comprises entre 20 et 5 000 

ppm ; sauf Pseudomonas aeruginosa, qui n'a pas été inhibé par le thym. La bactériocine du ferment FLC a 

montré une activité entre 10000 et 80000 ppm contre les bactéries G+ sauf Lactobacillus sakei mais n'a eu 

aucun effet sur les bactéries G- sauf Pseudomonas aeruginosa. La combinaison des antimicrobiens 

bactériocine/Cinnamon tamala/Cinnamon zeylanicum ou Cinnamon tamala/Cinnamon zeylanicum ou 

thym/formulation méditerranéenne/extrait de citron a eu un effet synergique ou additif sur toutes les 

bactéries; mais la combinaison antimicrobienne bactériocine/thym/formulation méditerranéenne/extrait de 

citron n'a montré aucune interaction sur les bactéries E. coli O157 : H7 380-94, E. coli O157 : H7 RM1239, 

E. coli O157 : H7 RM1931, S. Typhimurium 1344 et S. enterica. Afin de protéger l'efficacité et assurer une 

libération contrôlée des formulations antimicrobiennes, l’encapsulation dans la gélatine de ces derniers a 

été envisagée. L'encapsulation dans la gélatine a maintenu plus longtemps la disponibilité en antimicrobiens 

durant le stockage, comparativement aux antimicrobiens libres. L'utilisation de formulations 

antimicrobiennes encapsulées a permis de maintenir des concentrations de TBARS plus faibles, de réduire 

la détérioration de la couleur et de prolonger de 2 jours la durée de conservation des boulettes de viande en 

termes d'analyse microbienne par rapport au contrôle et aux échantillons avec des antimicrobiens libres. 

Mots clés : bactéries lactiques, paramètres de croissance, bio-conservateurs, encapsulation, durée de vie, 

évaluation sensorielle, produits carnés. 
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ABSTRACT 

This study aimed to develop antimicrobial formulations based on essential oils (EOs) and bacteriocin to 

extend the shelf life of meat products. Initially, the optimization of the production of bacteriocins by the 

lactic acid bacteria present in two commercial ferments (FLC and MnF ferments) was carried out by varying 

the culture conditions of these bacteria, and the antimicrobial activity of the bacteriocins was measured by 

the well diffusion method. The results showed that the bacteriocin production by lactic acid bacteria of the 

FLC ferment was improved in MRS broth containing mannose and yeast extract, with initial pH of 5 in a 

fermentation conducted at 28 ℃ and the activity was 2044.44 UA/mL. The antimicrobial activity of lactic 

acid bacteria of MnF ferment was improved with MRS medium containing pea peptone with initial pH of 

6.5 in a fermentation conducted at 24 ℃ and the activity was 188.89 UA/mL. The MIC of the bacteriocins 

of the FLC ferment as well as for other compounds including the citrus extract, the Mediterranean 

formulation, and the essential oils of thyme, Cinnamon tamala and Cinnamon zeylanicum was then 

determined by the microdilution test on a set of pathogenic and spoilage bacteria of the meat. The 

checkerboard method was then used to assess the combined effect of these antimicrobials. The results 

showed that the citrus extract, Mediterranean formulation, Cinnamon tamala, Cinnamon zeylanicum, and 

thyme EOs inhibited the growth of the bacteria tested at concentrations between 20 and 5000 ppm; except 

Pseudomonas aeruginosa, which was not inhibited with thyme. The bacteriocin of the FLC ferment showed 

activity between 10,000 and 80,000 ppm against G+ bacteria except Lactobacillus sakei but had no effect 

on G- bacteria except Pseudomonas aeruginosa. The combination of the antimicrobials 

bacteriocin/cinnamon tamala/cinnamon zeylanicum or cinnamon tamala/cinnamon Zeylanicum or 

thyme/Mediterranean formulation/citrus extract had a synergistic or additive effect on all bacteria; but the 

combination of bacteriocin / thyme/Mediterranean formulation/citrus extract antimicrobials did not show 

any interaction on E. coli O157: H7 380-94, E. coli O157: H7 RM1239, E. coli O157: H7 RM1931, S. 

Typhimurium 1344 and S. enterica. In order to protect the efficacy and ensure a controlled release of the 

antimicrobial formulations, the encapsulation in gelatin of the latter has been considered. Gelatin 

encapsulation maintained the available antimicrobials content to greater extent during storage compared to 

free antimicrobials. The use of encapsulated antimicrobial formulations kept lower TBARS concentrations, 

reduced color deterioration and prolonged by 2 days the shelf life of meatballs in terms of microbial analysis 

compared to the control and samples with free antimicrobials. 

Keywords: lactic acid bacteria, growth parameters, bio-preservatives, encapsulation, shelf life, sensorial 

evaluation, meat products. 
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CHAPITRE 1: REVUE DE LITTÉRATURE 

1. Introduction 

La viande et ses dérivés sont un des quatre groupes alimentaires qui prend une place importante dans la 

consommation humaine. (Ouattara et al., 1997). L’industrie de la viande au Canada est la plus grande 

industrie de transformation alimentaire et l’un des secteurs manufacturiers les plus importants par ses ventes, 

dépassant 24,1 milliards de dollars (CMC, 2016). Selon une communication de Statistique Canada parue 

en 2011, l'industrie canadienne de la viande a réalisé des exportations de l’ordre 23,6 milliards de dollars. 

Ces exportations ont connu un accroissement substantiel comparativement aux données recueillies pour 

l’année 2009, où les chiffres de ventes de l'industrie de la viande et la volaille étaient de 21,3 milliards de 

dollars. Sur cette même période, les ventes des autres denrées de première nécessité présentaient des 

performances en dessous de celle de l’industrie de la viande : il s’agit des produits laitiers (13,2 milliards 

de dollars), des poissons et fruits de mer (3,5 milliards de dollars), des pains et boulangeries (6,1 milliards 

de dollars) et des fruits et légumes (7,4 milliards de dollars) (CMC, 2012). Ces chiffres permettent de classer 

le Canada parmi les exportateurs nets de produits de viande (Amenan et al., 2018). De telles données 

rendent compte de l’enjeu que représente la filière viande dans l’économie canadienne. 

Du fait de sa richesse en nutriments (protéines, lipides, composés à faible poids moléculaire), son pH 

physiologique proche de la neutralité et son activité de l’eau élevée (aW~0,99), la viande constitue un 

environnement particulièrement favorable à la croissance des microorganismes. C’est principalement cette 

facilité avec laquelle les microorganismes arrivent à croître qui définit le caractère périssable de la viande 

(Saucier, 1999). La courte durée de vie de la viande nécessite de développer des technologies de 

conservation (Dave et al., 2011; Mello et al., 2014; Zhou et al., 2010). Ces méthodes de conservation ont 

donc pour but de priver l’accès des éléments nutritifs aux microorganismes (PPCP PB REST, 2008-2009).  

Selon la FAO (2016), 1,3 milliard de tonnes de nourriture sont perdues ou gaspillées chaque année dans le 

monde alors que seulement en Europe, 79 millions de personnes vivent en dessous du seuil de pauvreté et 

qu’un quart d’entre elles dépendent de l’aide financière gouvernementale (Godard et al., 2014). Un constat 

alarmant et accablant quand on sait les répercussions du point de vue social, économique et 

environnemental, mais aussi que 795 millions de personnes meurent de faim ou de malnutrition chaque 

année dans le monde. Toujours d’après les données de la FAO (2016), la viande à elle seule subit plus de 

20% de pertes. Kantor et al. (1997) ont signalé qu'environ 3,5 milliards de kg de volaille et de viande ont 

été gaspillés au niveau des consommateurs, des détaillants et des services alimentaires. Une partie 

importante de cette perte est due à la détérioration microbienne. Cerveny et al. (2009) ont déclaré que si 5 

% de cette perte de viande était conservée, elle pourrait satisfaire les besoins quotidiens d'environ 320 000 

personnes en viande et volaille. D’après Saucier (2016), la réduction des déchets et la détérioration, passe 
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par des stratégies efficaces pour améliorer le contrôle microbien des produits carnés, car ces derniers sont 

denses en nutriments et hautement périssables.  

Soucieux de résoudre ce problème, tout en se conformant à la demande des consommateurs qui exigent des 

aliments naturels exempts d’agents conservateurs d’origine chimique, les chercheurs et les industriels de 

l’agroalimentaire se penchent de plus en plus sur d’autres alternatives. Ils privilégient en effet des techniques 

de préservation beaucoup plus douces conduisant à l’obtention d’aliments présentant un aspect beaucoup 

plus naturel avec une qualité nutritive excellente. Ces techniques sont notamment basées sur l’activité 

antimicrobienne naturelle associée à certains composés ayant prouvé leur efficacité, notamment les huiles 

essentielles (Oussalah et al., 2007; Burt et al., 2003) et les métabolites tels que les bactériocines sécrétées 

par les bactéries lactiques (Plummer et al. 2004; Millette et al., 2007a); ou sur l’action combinée de 

différents processus et méthodes de conservation pour inhiber la croissance microbienne dans le but de lever 

les limites liées aux méthodes prises de façon individuelle (Mahrour et al., 2003; Ponce et al., 1998; Chen 

et al., 2004). En effet, pour assurer une sécurité optimale sans affecter les propriétés organoleptiques des 

aliments, de nouvelles méthodes de contrôle antimicrobien basées sur l’utilisation de la combinaison de 

facteurs de transformation modérés des aliments devraient être établies (Cui et al., 2010; Cui et al., 2011). 

Ce concept connu sous le nom de technologie des barrières a été appliqué pour la première fois par Leistner 

en 1978 (Leistner, 1978). La stabilité et la sécurité des produits alimentaires impliquent la création d’un 

environnement hostile pour les micro-organismes pathogènes et de détérioration (Casaburi et al., 2016).  

2. Les viandes 

2.1. Consommation mondiale de la viande 

La viande et ses dérivés ont une place importante dans la consommation humaine (Oussalah, 2007). Selon 

la FAO, il se consomme plus de 10.000 kilos de viande chaque seconde dans le monde, soit 323 millions de 

tonnes pour l'année 2017; cette consommation a progressé de 2,3% par an au cours de ces 10 dernières 

années (planetoscope.com 2020). La consommation annuelle par habitant est passée de 10 kg dans les 

années 1960 à 26 kg en 2000 et atteindra 37 kg d'ici 2030 (Heinz et al., 2007). Dans l'alimentation 

canadienne, la consommation de viande en 2008 était estimée à 36,6 kg/habitant (bœuf et veau à 12,8 

kg/habitant, porc à 9,7 kg/habitant, viande de poulet à 11,2 kg/habitant, dinde à 2,4 kg/habitant et l'agneau 

était à 0,5 kg/habitant) (SC, 2009). La consommation totale estimée de viande (poulet, dinde, veau, agneau, 

bœuf, porc) aux États-Unis était de 101 kg/habitant en 2007 (THSUS, 2010). Selon Statistiques Canada, le 

montant total des recettes annuelles provenant du secteur de la production et de la transformation de la 

viande (principalement du bœuf, du porc et de la volaille) s’élevait à plus de 28 milliards de dollars en 2016, 

soit 2,5 milliards $ des ventes de viandes transformées, dont 409,77 millions $ des ventes de saucisses. En 

moyenne, les ménages canadiens dépensent annuellement plus de 1 100 $ pour se procurer des viandes 
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fraîches et transformées.  La transformation des aliments, y compris les produits carnés, constitue la plus 

importante industrie de fabrication du Canada.  

(http://tuac.ca/index.php?option=com_content&view=article&id=32096:en-chiffres-la-production-et-la-

consommation-de-viande-au-canada&catid=10004&Itemid=6&lang=fr). 

2.2. Caractéristiques nutritionnelles de la viande 

La viande est constituée principalement d’eau, de protéines et de lipides. C’est une source importante de 

micronutriments comme les minéraux et les vitamines nécessaires au bon fonctionnement de l’organisme 

(Combes et al., 2005). La viande fournit une combinaison de nutriments assez équilibrée; les protéines 

contiennent une forte proportion en acides aminés essentiels, dont la lysine, la méthionine, la cystéine, la 

thréonine, le tryptophane, l’isoleucine, la leucine, la valine et la phénylalanine. C’est un tissu musculaire 

qui regroupe des protéines exocellulaires comme le collagène et l’élastine, et des protéines endocellulaires 

comme les myofibrilles et la myoglobine. Les matières grasses de la viande représentent une source 

d’énergie pour le corps, elles fournissent les acides gras nécessaires comme l’acide linoléique et l’acide 

arachidonique et jouent un rôle de transporteur pour les vitamines liposolubles (vitamines A, D, E et K) 

(Lefebvre, 1990). La viande de bœuf contient les vitamines du complexe B dont la thiamine, la riboflavine, 

la niacine, la floacine et la vitamine B12 (Geay et al., 2002). La vitamine B12 joue un rôle très important 

dans le bon fonctionnement du système nerveux; la vitamine B6 contribue à la prévention de la dermite et 

des troubles nerveux; la niacine quant à elle joue un rôle dans la digestion, le système nerveux, la croissance 

et la reproduction. Parmi les minéraux présents dans la viande, il y a le fer, le zinc, le magnésium, le sodium, 

le potassium et le phosphore. Ces minéraux sont indispensables pour le maintien d’une bonne santé des 

dents. La viande est une source principale de fer et de zinc. Une carence en fer dans l’alimentation humaine 

peut entrainer l’anémie; c’est un composant de l’hémoglobine présent dans les globules rouges, qui joue un 

rôle essentiel dans le transport de l’oxygène vers les cellules (Lefebvre, 1990). Le zinc joue un rôle très 

important dans les réactions enzymatiques et a un impact physiologique sur la synthèse protéique comme 

l’activation de l’ADN et ARN polymérases, la régulation des histones et le déclenchement de la lecture du 

génome (Rock, 2002). Le phosphore est un composant des acides nucléiques et joue un rôle très important 

dans les réactions métaboliques. 

3. Altération des viandes 

La viande est issue de la transformation de tissus généralement stériles. Ces tissus proviennent de l’abattage 

d’animaux adultes normalement sains (Dickson et al., 1992; Ouattara et al., 1997). Cependant, la viande 

se contamine après l'abattage à la suite des opérations d'éviscération, par contact avec l'équipement, les 

outils, les mains et les vêtements des travailleurs, en dépit de toutes les précautions prises (Dainty et al., 

1992). La viande extrêmement périssable offre des conditions de croissance favorables à divers micro-

http://tuac.ca/index.php?option=com_content&view=article&id=32096:en-chiffres-la-production-et-la-consommation-de-viande-au-canada&catid=10004&Itemid=6&lang=fr
http://tuac.ca/index.php?option=com_content&view=article&id=32096:en-chiffres-la-production-et-la-consommation-de-viande-au-canada&catid=10004&Itemid=6&lang=fr
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organismes. Elle est également très sensible à la détérioration due aux activités chimiques et enzymatiques. 

La décomposition des matières grasses, des protéines et des glucides de la viande entraîne le développement 

d’odeurs désagréables et de mauvais goûts qui rendent la viande répréhensible pour la consommation 

humaine (Dave et al., 2011). Il existe plusieurs mécanismes d'altération de la viande et des produits carnés 

après l'abattage et pendant la transformation et le stockage dont l’oxydation des lipides, la détérioration de 

la couleur, l’altération microbienne et l’altération enzymatique autolytique. 

3.1. Oxydation des lipides 

L’oxydation des lipides se produit par une auto-oxydation, une photo-oxydation et lors d’une oxydation 

enzymatique. Cependant dans les produits alimentaires, incluant les produits carnés, le principal processus 

d’oxydation est l’auto-oxydation qui est catalysée par l’oxygène ou la température ambiante et initiée par 

des espèces réactives de l'oxygène (ERO). La photo-oxydation quant à elle, est initiée par la lumière en 

présence de photosensibilisateurs tandis que l’oxydation enzymatique l’est par la présence d’enzymes qui 

catalysent les réactions d’oxydation (Morales et al., 2006). Le taux d'oxydation des lipides est un facteur 

de détérioration important qui a généralement un effet néfaste sur les attributs de qualité de la viande (Gray 

et al., 1996). La peroxydation lipidique est une réaction en chaîne de radicaux libres dans laquelle l'oxygène 

est le facteur le plus important, et elle se compose de trois étapes principales : l'initiation, la propagation et 

la terminaison (Min et al., 2005). L'oxydation des lipides dans la viande dépend de plusieurs facteurs dont 

la composition en acides gras, les acides gras polysaturés étant plus sensibles à l'oxydation, le niveau de la 

vitamine E antioxydante (tocophérol) et de prooxydants tels que du fer libre dans les muscles. Les 

hydroperoxydes sont produits en raison de l'oxydation lipidique des fractions d'acides gras hautement 

insaturés des phospholipides membranaires, qui sont susceptibles d'être davantage oxydées (Enser, 2001 ; 

Simitzis et al., 2010). Leur rupture provoque la formation des produits secondaires tels que le pentanal, 

l'hexanal, le 4-hydroxynonénal et le malondialdéhyde (MDA) ainsi que d'autres composés oxygénés tels 

que des aldéhydes, des acides et des cétones (Fernindez et al., 1997; Shahidi, 1994; Raharjo et al., 1993). 

Ces produits secondaires peuvent entraîner une perte de couleur et de valeur nutritive en raison d'effets 

sévères sur les lipides, les pigments, les protéines, les glucides et les vitamines (Simitzis et al., 2010) et sont 

directement liés aux processus cancérigènes et mutagènes (Liu et al., 1995). 

3.2. Détérioration de la couleur 

L’apparence de la viande est la propriété sensorielle la plus importante influençant son achat par les 

consommateurs (Luzardo, 2016). La stabilité de la couleur dépend de la quantité de myoglobine (pigment 

dont le rôle est de transporter l’oxygène à l’intérieur de la cellule musculaire), des états chimiques (formes 

oxydée, réduite et oxygénée) et des vitesses relatives d’oxydation du pigment (Lebret et al., 1996, Amenan 

et al., 2018). En effet, la myoglobine est présente dans le muscle sous trois formes principales : la 
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désoxymyoglobine (Mb2 +, forme réduite), l’oxymyoglobine (OMb2 +, forme oxygénée) et la 

metmyoglobine (MMb3 +, la forme oxydée), chacune donnant une couleur différente à la viande (Amenan 

et al., 2018). Ainsi, la couleur de la viande dépend de son degré d’exposition à l’oxygène. La surface d’une 

viande fraîchement coupée est rouge vif (OMb2 +), car la myoglobine fixe l’oxygène de l’air, alors que le 

cœur de la pièce est sombre et de couleur pourpre (Mb2 +), faute d’oxygène. Cependant, si les surfaces 

coupées sont exposées très longtemps à l’air, la myoglobine s’oxyde et prend alors une coloration brune 

(MMb3 +) peu attrayante (Kerry et al., 2002). La couleur est également affectée par le pH ultime (pHu) de 

la viande. En effet, les viandes à pHu élevé absorbent beaucoup de lumière et ont une couleur sombre alors 

qu'un pHu bas entraîne une faible pénétration de la lumière dans le muscle donnant ainsi une viande plus 

claire (Interbev, 2006).  

3.3. Altération microbienne 

La viande est un milieu favorable à la croissance des microorganismes. En plus d’avoir une activité de l’eau 

élevée (aW = 0.99) et un pH proche de la neutralité, la viande est un milieu très nutritif avec des 

caractéristiques qui conviennent à la croissance d’une variété de microflores (bactéries, levures et 

moisissures) dont certaines sont des agents pathogènes (Jay et al., 2005; Silliker et al., 1980). Le tractus 

intestinal et la peau de l'animal sont les principales sources de ces micro-organismes. La capacité des micro-

organismes à se développer dans les aliments est étroitement liée à de nombreux facteurs, dont certains sont 

intrinsèques au substrat et d'autres extrinsèques, mais tous influencent l'évolution du milieu écologique 

(Cenci-Goga, 2012). Les principaux facteurs qui affectent la durée de conservation des produits carnés et 

favorisent certaines souches bactériennes plutôt que d'autres sont : le conditionnement (aérobie, sous vide 

ou atmosphère modifiée), la température de stockage, la composition des produits (présence de matière 

grasse, teneur en NaCl, nitrites, aW, pH) et d'autres facteurs, tels que les substances antibactériennes ou 

bioconservatrices (Nychas et al., 2008 ; Remenant et al., 2015). Les bactéries qui se développent dans la 

viande à des températures froides sont considérées comme psychrotrophes et comprennent les genres tels 

que : Acinetobacter, Pseudomonas, Brochothrix, Flavobacterium, Psychrobacter, Moraxella, 

Staphylococcus, Micrococcus, Clostridium, bactéries lactiques et différents genres de la famille des 

Enterobacteriaceae (Dainty et al., 1983 ; Dainty et al., 1992 ; Labadie, 1999 ; Doulgeraki et al., 2012). 

Malgré le nombre élevé de micro-organismes, seules quelques espèces dominent pour causer la 

détérioration, car la température, la durée de stockage et l'atmosphère d'emballage peuvent affecter à la fois 

la croissance microbienne et la sélection des espèces pendant le stockage de la viande fraîche (Ercolini et 

al., 2006, Ercolini et al., 2009, Ercolini et al., 2010b, Ercolini et al., 2011; Doulgeraki et al., 2010, 

Doulgeraki et al., 2011; Pennacchia et al., 2011). Dans le stockage aérobie à basse température, plusieurs 

espèces de Pseudomonas sont souvent isolées de la viande avariée (Stanbridge et al., 1998 ; Labadie, 1999 
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; Liao, 2006 ; Ercolini et al., 2007, Ercolini et al., 2010a) et Pseudomonas fragi est l'espèce la plus 

fréquemment trouvée, suivie par les Pseudomonas lundensis et Pseudomonas fluorescens (Molin et al., 

1986 ; Dainty et al., 1992 ; Stanbridge et al., 1998). Leur activité de détérioration est due à la production 

de nombreux composés organiques volatils (Dainty et al., 1989; Ercolini et al., 2009, Ercolini et al., 

2010a) reconnus comme des molécules actives odorantes pouvant être responsables de la libération d'odeurs 

désagréables pendant le stockage de la viande à température froide. D'autres bactéries Gram négatives telles 

que Enterobacteriacae et Aeromonas peuvent également contribuer à la détérioration de la viande (Dainty 

et al., 1983; Dainty et al., 1992; Borch et al., 1996; Nychas et al., 1998). Serratia liquefaciens en 

particulier, est le membre le plus commun des entérobactéries dans la viande stockée dans différentes 

atmosphères (Stanbridge et al., 1998 ; Doulgeraki et al., 2011). Les bactéries lactiques telles que 

Lactobacillus spp., Carnobacterium spp. et Leuconostoc spp. sont impliquées dans la détérioration de la 

viande stockée en MAP ou VP (Tsigarida et al., 2000 ; Castellano et al., 2004 ; Nychas et al., 2005) et 

parfois aussi en conditions aérobies (Labadie, 1999). Les espèces principalement trouvées sont 

Lactobacillus curvatus, Leuconostoc spp. et Lactobacillus sakei (Yost et al., 2002 ; Fontana et al., 2006 ; 

Pennacchia et al., 2011). De plus, Leuconostoc spp. a été identifié comme étant des organismes 

prédominants dans la viande bovine stockée en conditions aérobies (Doulgeraki et al., 2010) et dans 

VP/MAP (Stanbridge et al., 1998 ; Yost et al., 2002). Au sein du groupe LAB, Carnobacterium 

maltaromaticum et Carnobacterium divergens sont les carnobactéries principalement présentes dans la 

viande (Stanbridge et al., 1998 ; Ercolini et al., 2010b, Ercolini et al., 2011 ; Pennacchia et al., 2011). 

Brochothrix thermosphacta est une autre bactérie d'altération importante trouvée dans la viande stockée 

dans l'air, MAP et VP, et il est reconnu qu'elle contribue au développement d'odeurs désagréables 

(Stanbridge et al., 1998; Ercolini et al., 2006, Ercolini et al., 2010b, 2011 ; Pennacchia et al., 2011). 

3.4. Altération enzymatique autolytique 

Les actions enzymatiques sont un processus naturel dans les cellules musculaires des animaux après leur 

abattage et sont la principale cause de détérioration de la viande. Les enzymes ont la capacité de se combiner 

chimiquement avec d'autres composés organiques et agissent comme catalyseurs de réactions chimiques qui 

aboutissent finalement à une autodétérioration de la viande (Tauro et al., 1986). Dans le processus 

d'autolyse, les composés complexes (glucides, graisses et protéines) des tissus sont décomposés en 

composés plus simples, entraînant un ramollissement et une décoloration verdâtre de la viande. Ces 

changements d'autolyse comprennent la protéolyse et l'hydrolyse des graisses qui sont des conditions 

préalables à la décomposition microbienne (Tauro et al., 1986). Les enzymes protéolytiques sont actives à 

basse température (5°C) ce qui entraîne une détérioration de la qualité de la viande en raison de la croissance 

des microbes et de la production d'amines biogènes (Kuwahara et al., 2003). 
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4. Quelques méthodes de conservation de la viande 

La conservation de la viande existe depuis très longtemps. Il existe de très nombreuses méthodes de 

conservation, des méthodes “artisanales” aux méthodes chimiques ultra-modernes connues aujourd’hui. La 

plupart des méthodes ont pour principe de retirer l’eau de la viande, principal facteur favorisant sa 

dégradation. Pour vivre et se développer, les micro-organismes ont besoin des éléments tels que, le carbone, 

l’azote, des minéraux et de l’eau. Les méthodes de conservation ont donc pour but de leur priver l’accès à 

ces éléments afin d’augmenter la durée de conservation de la viande et de maintenir sa valeur nutritionnelle, 

sa texture et sa saveur. Parmi ces méthodes, il y a : 

- La réfrigération : ce procédé permet le stockage des denrées pendant quelques jours. La 

température est comprise entre 0°C et +8°C. Il concerne les produits frais, les semi-conserves et les produits 

frais transformés (Zhou et al., 2010). 

- La congélation maintient la température au cœur de la denrée jusqu’à -18°C. Ce procédé provoque 

la cristallisation en glace de l’eau libre contenue dans les aliments et permet ainsi la conservation à plus 

long terme que la réfrigération (PPCP PB REST, 2008-2009). 

- La pasteurisation qui consiste à porter un produit à haute température pendant un certain temps. 

La durée du traitement thermique permettant de pasteuriser varie selon la température et l’épaisseur de la 

viande. (https://www.mapaq.gouv.qc.ca/fr/Publications/Cuisson_lente_sous_vide.pdf) 

- L’irradiation : c’est un traitement physique de l’aliment avec une radiation ionisante à forte 

énergie. Elle peut être utilisée pour prolonger la durée de vie des produits alimentaires et/ou pour réduire 

les risques pour la santé associés à certains produits dus à la présence de microorganismes pathogènes. Ce 

procédé est utilisé pour réduire le nombre de microorganismes viables dans les aliments, dont les fruits de 

mer, la volaille, les fruits et légumes et les viandes transformées. Selon le comité de la salubrité des aliments 

irradiés, les doses maximales d’irradiation utilisées pour contrôler la croissance des bactéries pathogènes et 

d’altération dans la viande et les produits carnés sont de l’ordre de 4,5 kGy pour la viande hachée fraîche et 

de 7 kGy pour la viande hachée congelée (Giroux, 1999; https://www.canada.ca/fr/sante-

canada/services/aliments-nutrition/salubrite-aliments/irradiation-aliments/irradiation-viande-hachee-

resume-processus-soumission.html) 

- Le saumurage : la saumure est une solution d’eau et de sel dans laquelle est plongé l’aliment. La 

solution doit être saturée ou de forte concentration en sel. La teneur en sel de la solution inhibe la 

prolifération microbienne. On l’utilise pour la conservation des viandes, des poissons et des légumes 

(Sindelar et al., 2011). 

- Le fumage : ce procédé consiste à soumettre un aliment à l’action des composés gazeux qui se 

dégagent lors de la combustion de certains végétaux. La fumée dégagée aromatise, colore et durcit la texture 

https://www.mapaq.gouv.qc.ca/fr/Publications/Cuisson_lente_sous_vide.pdf
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du produit. Les propriétés antiseptiques et antioxydantes de la fumée des fumoirs permettent de prolonger 

la durée de conservation de la viande et ses dérivés (PPCP PB REST, 2008-2009). 

- La fermentation :  Le processus de fermentation consiste à favoriser une flore utile au détriment 

d’une flore indésirable afin de prévenir les risques sanitaires. On a l’exemple de la fermentation lactique 

dans le yaourt, le fromage et le saucisson (PPCP PB REST, 2008-2009). 

- Les additifs chimiques sont des substances utilisées pour prolonger la durée de conservation de la 

viande en réduisant la prolifération microbienne pendant l’abattage, le transport, la transformation et le 

stockage (Dave et al., 2011). Chaque pays a élaboré ses propres règles et réglementations et établi des 

limites dans le but de prévenir les effets nocifs pour l'homme (Cassens, 1994; Dave et al., 2011). Au 

Canada, il faut être conforme aux bonnes pratiques de fabrication conformément à la Loi sur les aliments et 

drogues du Canada (HC, 2006). De plus, Santé Canada n’autorise pas l’ajout des additifs dans les viandes 

fraîches, mais plutôt dans les viandes transformées. Les antimicrobiens chimiques courants comprennent 

les nitrites et les acides organiques (Chipley, 2005; Ray, 2004; Archer, 2002). Les nitrites utilisés dans 

l’industrie de la conservation de la viande sont sous forme de sels tels que le nitrite de sodium ou le nitrite 

de potassium. En plus de contrôler la croissance des bactéries anaérobies, les sels de nitrite sont efficaces 

pour contrôler la couleur, l’odeur et l’oxydation des lipides (Sindelar et al., 2009; Ray, 2004; Dave et al., 

2011). L’acide ascorbique, l’ascorbate de sodium et le D-isoascorbate ont été utilisés comme conservateurs 

dans la viande. Giroux et al. (2001) ont évalué l’effet des concentrations d’acide ascorbique (0,03 à 0,5 %) 

et des doses d’irradiation (0,5 à 4 kGy) sur la croissance microbienne et les coordonnées de couleur des 

galettes de bœuf pendant le stockage à 4 °C et ont trouvé une stabilité significative de la couleur et des 

réductions significatives de la flore totale aérobie et des coliformes totaux. 

Ces conservateurs ont été largement utilisés pour éliminer les bactéries et prolonger la durée de conservation 

des produits carnés. Au cours de ces dernières années, il y a eu une résistance considérable des 

consommateurs à l’utilisation des antimicrobiens synthétiques (Basuny et al., 2013). Les consommateurs 

s’inquiètent des effets toxiques et cancérigènes probables des agents antimicrobiens synthétiques utilisés 

dans les produits alimentaires (Jayasena et al., 2013). Ainsi, la recherche d’agents antimicrobiens naturels 

nouveaux et potentiels provenant de différentes sources telles que les métabolites microbiens, les extraits 

de plantes et d’épices pour l’application alimentaire a été augmentée de manière significative en réponse à 

la demande croissante des consommateurs pour des produits alimentaires le plus naturels possible (Cueva 

et al., 2011). Certaines HE telles que celles de l’origan, du romarin, du thym et du clou de girofle ont montré 

leur potentiel en tant qu’agents antimicrobiens pouvant être utilisés dans la viande et les produits carnés 

(Jayasena et al., 2013). De même, l’ajout de la bactériocine bifidine de Bifidobacterium lactis Bb-12 a 

amélioré la durée de conservation de la viande hachée jusqu’à 3 mois à 4 ◦C (Mokhtar et al., 2016). Turgis 
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et al. (2012a) ont montré que l’ajout de nisine améliorait de 1,23 fois la radiosensibilité de L. monocytogenes 

dans les saucisses. 

5. Les bactériocines produites par les bactéries lactiques 

5.1. Définition et propriétés antimicrobiennes des bactériocines 

La définition d’une bactériocine a considérablement évolué au cours des années. Aujourd’hui, les 

bactériocines sont définies comme des petits peptides antimicrobiens synthétisés par voie ribosomique et 

produits par des bactéries qui sont immunisées contre leurs propres bactériocines (Cotter et al., 2013). Ce 

sont des peptides antimicrobiens le plus souvent cationiques, modifiés ou non post-traductionnellement, de 

masses moléculaires généralement faibles (rarement plus de 10 kDa) (Heng et al., 2007; Zacharof et al., 

2012) et le plus souvent organisées en une ou plusieurs structures hélicoïdales amphiphiles (Rodriguez et 

al., 2003; Heng et al., 2007). Leur nature protéique permet leur dégradation par les enzymes protéolytiques 

en particulier les protéases du tractus gastro-intestinal des mammifères, ce qui les rend sans danger pour la 

consommation humaine (Zacharof et al., 2012). La première découverte des bactériocines a été signalée il 

y a presque un siècle, lorsque Gratia (1925) a démontré l’inhibition de souches d'Escherichia coli S par 

une substance thermostable provenant d’une culture d'E. coli V. Ces substances inhibitrices ont été appelées 

colicines en références à l’espèce productrice (Frederiq, 1946). L’inhibition de la croissance de différentes 

bactéries lactiques par un métabolite produit par S. lactis, aujourd’hui classifié comme L. lactis (McAuliffe 

et al., 2001), est à la base de la découverte de la première bactériocine produite par une bactérie lactique, et 

ceci en 1928 (Rogers, 1928). Celle-ci a été décrite par Whitehead cinq ans plus tard et en 1947, elle a été 

nommée nisine (Mattick et al., 1947). En 1951, d’autres travaux ont prouvé qu’au cours de l’affinage d’un 

fromage, les clostridies étaient inhibées par la nisine (Hirsch et al., 1951). C’est à partir de cette date que 

l’usage des bactériocines a été recommandé dans la lutte contre les contaminations alimentaires. Les 

bactériocines produites par les bactéries lactiques sont généralement actives à faible concentration contre 

des bactéries phylogénétiquement proches (Belguesmia et al., 2011; Cotter et al., 2005) ou s’étendront 

jusqu’à atteindre de nombreuses espèces et genres différents (Cotter et al., 2005). En effet, plusieurs genres 

de bactéries à Gram négatif tels que Haemophilus, Helicobacter ou Neisseria se sont révélés être sensibles 

à certaines de ces bactériocines (Morency et al., 2001). Delves-Broughton et al. (1996) ont montré que la 

nisine est bien active contre les bactéries à Gram positif à l’état végétatif et qu’elle est capable d'empêcher 

la germination des spores. Par ailleurs d’autres études ont montré que la nisine nécessite des agents de 

chélation tels que l'acide éthylène diamine tétraacétique (EDTA) pour agir contre les bactéries à Gram 

négatif (Breukink et al., 1999; Khan et al., 2015). L’activité antimicrobienne des bactériocines est 

généralement bactéricide, provoquant la mort de la bactérie cible; mais un effet bactériostatique inhibant la 

croissance bactérienne a été constaté (Kęska et al., 2017). Les bactériocines produites par les bactéries 
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lactiques sont les plus abondantes (Margaret et al., 2002) et sont les plus étudiées, en raison de leur statut 

GRAS (Settanni et al., 2008; Zacharof et al., 2012) et de leur rôle dans la bonne conservation des aliments 

(Cotter et al., 2005). 

5.2. Production et optimisation des conditions de production des bactériocines par les 

bactéries lactiques 

Les facteurs influençant la production des métabolites sont principalement la souche productrice, la 

température, le pH, la composition du milieu et la technologie de fermentation employée (Dortu et al.. 

2009). Comme l’ont montré Moretro et al. (2000) pour la production de sakacin P par Lactobacillus sakei, 

une même bactériocine peut être produite par des souches ou espèces différentes dont la capacité de 

production peut être variable. Lors d’une optimisation de production, si différentes souches sont disponibles, 

le choix de la souche pourra être déterminant. Les conditions de culture influencent fortement la production 

de bactériocines. Les travaux de Dussault et al. (2016) ont montré que le milieu contenant 50 % de bouillon 

MRS et 50 % de lait écrémé a donné une meilleure activité antibactérienne par Lactococcus lactis subsp 

lactis BSA par rapport aux autres formulations de milieu testées dans leurs travaux. De plus, l’ajout de 0,15 

ug/ml de nisine dans le milieu contenant 50 % de bouillon MRS et 50 % de lait écrémé a permis d’obtenir 

l’activité antimicrobienne la plus élevée de la nisine soit 18 820 UA/ml. Cette activité était 4 et 2,83 fois 

plus élevée que le milieu contenant 100 % de bouillon MRS sans nisine ajoutée et 100 % de bouillon MRS 

avec 0,15 lg/ml de nisine ajoutée respectivement. L’optimalisation de la croissance bactérienne ne résulte 

pas nécessairement en l’optimalisation de la production de bactériocines (Parente et al., 1999). Il a même 

été suggéré que des conditions de croissance défavorables permettaient de stimuler leur production 

(Verluyten et al., 2004). Les températures et pH optimaux de production sont souvent inférieurs à ceux 

optimaux pour la croissance. C’est par exemple le cas pour la production de bactériocine par Lactobacillus 

curvatus LTH1174 (Messens et al., 2003), Leuconostoc mesenteroides L124 et L. curvatus L442 

(Mataragas et al., 2003), de sakacin P par L. sakei CCUG42687 (Moretro et al., 2000), d’amylovorin L471 

par Lactobacillus amylovorus DC E471 (De Vuyst et al., 1996) et de pediocin PA-1 par Pediococcus 

damnosus (Nel et al., 2001). Les résultats des travaux de Funck et al. (2020) ont montré que la condition 

de croissance optimale était de pH 6,3 à 29,3 °C pendant 18,6 h, et la production optimale des bactériocines 

était inférieure à pH 6,22 à 30,6 °C pendant 17,9 h pour la souche Lactobacicullus curvatus P99. La 

composition du milieu, tout particulièrement les sources et concentrations de carbone et d’azote, affecte 

fortement la production de bactériocines. Les bactéries lactiques productrices requièrent de nombreux 

nutriments pour leur croissance et des milieux riches contenant de l’extrait de viande, de levure et des 

hydrolysats de protéines sont nécessaires. Il a déjà été montré que l’augmentation des concentrations en 

extrait de levure, extrait de viande ou peptone peut permettre une augmentation de la production de 
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bactériocines (Aasen et al., 2000 ; Nel et al., 2001 ; Mataragas et al., 2004 ; Todorov et al., 2004 ; 

Verluyten et al.,2004). De plus, quelques études ont montré que la source de carbone utilisée et sa 

concentration sont des facteurs importants dans l’optimisation de la production de bactériocines (Leal-

Sanchez et al., 2002 ; Leroy et al., 2006 ; Chen et al., 2007 ; Anastasiadou et al., 2008). En effet, les 

travaux de Turgis et al. (2016) ont montré qu’une supplémentation du bouillon MRS avec du glucose et la 

peptone de blé E430 comme source de carbone et d'azote, respectivement augmentait par rapport au bouillon 

de base MRS la production de nisine par Lactococcus lactis MM19 à 30 ℃ et à un pH initial de 9. De même, 

ils ont montré que le fructose et la peptone de pois comme source de carbone et d'azote respectivement, 

supplémentés au bouillon MRS augmentait par rapport au bouillon de base MRS la production de pédiocine 

par Pediococcus acidilactici MM33 à 45 ℃ et pH initial de 6. L’ajout de ces nutriments lors d’une culture 

fed-batch permet souvent d’augmenter la production comparativement à une culture en batch (Callewaert 

et al., 2000 ; Lv et al., 2005 ; Pèrez et al., 2005). Aussi, l’utilisation de la technique des cellules 

immobilisées peut permettre d’augmenter la durée et la stabilité de la production de bactériocines. Les 

cellules peuvent être immobilisées dans des biofilms ou des billes d’alginates de calcium. Cette technique a 

déjà été utilisée avec succès pour la lacticine 3147 et la nisine (Scannell et al., 2000 ; Pongtharangkul et 

al., 2006). 

5.3. Classification des bactériocines 

Les bactériocines produites par les bactéries lactiques sont réparties en quatre classes (Klaenhammer, 

1993). Ces quatre classes sont : 

Classe I. Les lantibiotiques : peptides de taille inférieure à 5 kDa, stables à la chaleur et qui contiennent des 

acides aminés inhabituels soufrés formés posttraductionnellement, c’est-à-dire la lanthionine, la β-méthyl 

lanthionine, la déhydrobutyrine et la déhydroalanine. Ils peuvent être divisés en deux types : la classe Ia qui 

comprend des peptides cationiques hydrophobes allongés contenant jusqu’à 34 acides aminés et la classe Ib 

qui comprend les peptides globulaires chargés négativement ou sans charge nette et contenant jusqu’à 19 

acides aminés (McAuliffe et al., 2001 ; Twomey et al., 2002). Certains lantibiotiques sont par ailleurs 

constitués de deux peptides agissant ensemble pour avoir une activité comme la lacticin 3147. Les séquences 

et structures d’un lantibiotique de chaque type se trouvent à la figure 1. 
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Figure 1: Séquence et structure de lantibiotiques de type A (Nisine), B (Mersacidine) et d’un lantibiotique « two-peptides » 

(Lacticine 3147 A1 et A2). 

Classe II. Peptides de taille inférieure à 10 kDa, stables à la chaleur, ne contenant pas d’acides aminés 

modifiés. Leur point isoélectrique varie entre un pH de 8 et 10. Les séquences de quelques bactériocines 

appartenant à cette classe se trouvent au tableau 1. Cette classe est divisée en trois sous-classes. Les 

bactériocines de la sous-classe IIa contiennent entre 27 et 48 acides aminés et ont toutes une partie N-

terminale hydrophobe contenant la séquence consensus YGNGV ainsi qu’un pont disulfure et une partie C-

terminale moins conservée, hydrophobe ou amphiphile qui détermine la spécificité d’action (Fimland et 

al., 2000 ; Richard et al., 2006). Elles ont toutes une activité contre Listeria monocytogenes. Certaines 

bactériocines de cette sous-classe contiennent également un deuxième pont disulfure dans leur domaine C-

terminale qui semble être important dans la stabilisation de la structure tertiaire. Il semble par ailleurs qu’il 

leur conférerait une meilleure activité antimicrobienne, une meilleure résistance à l’exposition à des hautes 

températures et un spectre d’action plus large (Fimland et al., 2000 ; Drider et al., 2006 ; Richard et al., 

2006). La sous-classe IIb comprend les bactériocines ayant besoin de deux peptides pour avoir une activité. 

Deux types de bactériocines de classe IIb peuvent être distingués : le type E (Enhancing) où la fonction d’un 

des deux peptides est d’augmenter l’activité de l’autre et le type S (Synergy) où les deux peptides sont 

complémentaires. La sous-classe IIc contient les bactériocines ne pouvant pas être classées dans les autres 

sous-classes. 
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Tableau 1: Séquence de quelques bactériocines de classe II 

Classe IIa: « Pediocin-like bacteriocin » 

Mésentéricine Y105 MTNMKSVEAYQQLDNQNLKKVVGGKYYGNGVHCTKSGCSVNWGEAASAGIHRLANGGNGFW 

Sakacine P ------MEKFIELSLKEVTAITGGKYYGNGVHCGKHSCTVDWGTAIGNIGNNAAANWATGWNAGG 

Curvacine A -----MNNVKELSMTELQTITGGARSYGNGVYCNNKKCWVNRGEATQSIIGGMISGWASGLAGM 

Piscicoline 126 ------MKTVKELSVKEMQLTTGGKYYGNGVSCNKNGCTVDWSKAIGIIGNNAAANLTTGGAAGWNKG 

Carnobactériocine Bm1 -----MKSVKELNKKEMWWINGGAISYGNGVYCNKEKCWVNKAENKQAITGIVIGGWASSLAGMGH 

Pédiocine PA-1 ------MKKIEKLTEKEMANIIGGKYYGNGVTCGKHSCSVDWGKATTCIINNGAMAWATGGHQGNHKC 

Entérocine A -MKHLKILSIKETWLIYGGTTHSGKYYGNGVYCTKNKCTVDWAKATTCIAGMSIGGFLGGAIPGKC 

Sakacine G ------MKNTRSLTIQEIKSITGGKYYGNGVSCNSHGCSVNWGQAWTCGVNHLANGGHGGVC 

Classe IIb: « Two-peptides bacteriocin » 

 

ABP-118 

α KRGPNCVGNFLGGLFAGAAAGVPLGPAGIVGGANLGMVGGALTCL 

β KNGYGGSGNRWVHCGAGIVGGALIGAIGGPWSAVAGGISGGFTSCR 

 

Lactocine 705 

α MDNLNKFKKLSDNKLQATIGG 

β MESNKLEKFANISNKDLNKITGG 

 

Lactococcine MN 

M IRGTGKGLAAAMVSGAAMGGAIGAFGGPVGAIMGAWGGAVGGAMKYSI 

N GSIWGAIAGGAVKGAIAASWTGNPVGIGMSALGGAVLGGVTYARPVH 

 

Plantaricine EF 

E FNRGGYNFGKSVRHVVDAIGSVAGIRGILKSIR 

F VFHAYSARGVRNNYKSAVGPADWVISAVRGFIHG 

Classe IIc 

Plantaricine A MKIQIKGMKQLSNKEMQKIVGGKSSAYSLQMGATAIKQVKKLFKKWGW 

Lactococcine A MKNQLNFNIVSDEELSEANGGKLTFIQSTAAGDLYYNTNTHKYVYQQTQNAFGAAANTIVNGWMGG 

AAGGFGLHH 

Lactococcine 972 MKTKSLVLALSAVTLFSAGGIVAQAEGTWQHGYGVSSAYSNYHHGSKTHSATVVNNNTGRQGKDTQ 

RAGVWAKATVGRNLTEKASFYYNFW 

 

Classe III. Protéines de taille supérieure à 30 kDa et sensibles à la chaleur. La structure et le mode d’action 

de ces bactériocines diffèrent complètement des autres bactériocines produites par les bactéries lactiques. 

Cette classe ne contient que quatre bactériocines : l’helveticin J produite par Lactobacillus helveticus A, 

l’enterolysin A produite par Enterococcus faecium, la zoocin A produite par Spreptococcus zooepidemicus 

et la millericin B produite par Streptococcus milleri (Nilsen et al., 2003 ; Papagianni, 2003 ; Nigutova et 

al., 2007). 

Classe IV. Peptides requérant une partie carbohydratée ou lipidique pour avoir une activité. Aucune 

bactériocine de cette classe n’a été décrite. 
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5.4. Mécanisme d’action des bactériocines 

Les bactériocines produites par les bactéries lactiques agissent en général par le même mécanisme d’action, 

en perturbant le fonctionnement de la membrane cytoplasmique (Nes et al., 2007). C’est le mode d’action 

le plus répandu, surtout chez les bactériocines de la classe II. La première étape est une interaction initiale 

de la bactériocine avec des récepteurs cellulaires spécifiques (reconnaissance d’une cible), c’est le cas 

notamment de la mersacidine (Brotz et al., 1998) et de la nisine (Van de Venet et al., 1991), ou non 

spécifiques (interactions électrostatiques ou hydrophobes) (Brogden, 2005). Les bactériocines vont par la 

suite s’adsorber sur la membrane cytoplasmique et la perméabiliser par formation de pores conduisant à la 

mort de la cellule cible (Ecker, 1992; Ennahar et al., 2000; Peschel, 2002; Brogden, 2005). Ainsi, l’action 

de la bactériocine se traduit, d’une part par l’augmentation de la perméabilité membranaire, provoquant un 

déséquilibre ionique et une fuite de phosphate inorganique (Klaenhammer, 1993; Cenatiempo et al., 1996; 

Ennahar et al., 2000) et d’autre part par une perte de la force proton-motrice (FPM) qui implique la 

dissipation totale du potentiel transmembranaire et du gradient de pH (Nicholls et Ferguson, 1992; 

Montville et al., 1998; Ennahar et al., 2000). Cette FPM joue un rôle central dans la synthèse de l'ATP, le 

transport actif et la mobilité bactérienne (Nicholls et al., 1992). 

D’autres bactériocines ont un autre mode d’action : la perturbation du fonctionnement de la cellule. Koo et 

al. (2001) ont montré que la perméabilisation seule de la membrane de S. aureus par la gramicidine D et la 

protamine ne conduisait pas à la mort de la cellule. Différentes cibles peuvent être attaquées, ce qui contribue 

à perturber le fonctionnement cellulaire. L’épidermine, la mersacidine, ainsi que la nisine (Brotz et al., 

1998) se lient au lipide II et inhibent la transglycosylation, étape clé de la biosynthèse de la paroi bactérienne. 

D’autres peptides antimicrobiens peuvent inhiber la synthèse des acides nucléiques, comme la pleurocidine 

et la dermaseptine S1 (Patrzykat et al., 2002), ou inhiber la synthèse protéique ou encore inhiber certaines 

fonctions enzymatiques (Brogden, 2005). 

5.5. Applications alimentaires des bactériocines 

Plusieurs travaux ont permis de montrer l’efficacité des bactériocines ou de souches productrices de 

bactériocines dans différentes matrices alimentaires. Ennahar et al. (1998a) ont montré que L. 

monocytogenes, présente dans le fromage Munster, était inhibée par l’addition de L. plantarum WHE 92, 

une souche productrice de pédiocine PA-1. La même souche de L. monocytogenes a également été inhibée 

par l’enterocine 81 produite par E. faecium WHE 81 (Ennahar et al. 1998b). Izquierdo et al., (2009), en 

utilisant cette même souche d’Enterococcus faecium WHE 81, comme culture de surface au début de la 

maturation du fromage Munster ont également empêché le développement de L. monocytogenes. De même, 

il a été démontré que la pédiocine PA-1 incorporée dans un film d'emballage permet de réduire 

significativement la charge initiale de Listeria monocytogenes sur la surface de la viande (Woraprayote et 



15 

 

al., 2013). De leur côté, Ananou et al. (2010) en additionnant l’entérocine AS-48 sous forme lyophilisée à 

du lait écrémé, ont pu inhiber la prolifération de L. monocyotgenes et réduire progressivement la population 

de S. aureus. De même, Martinez et al. (2015) ont montré l’inhibition de la croissance de deux souches de 

L. monocytogenes (4b et ½ a) dans un fromage à tartiner en utilisant la souche L. sakei ssp. sakei 2a, 

présentant une bonne capacité bactériocinogénique et probiotique ainsi qu’une adaptation à la matrice 

laitière testée. Cette même souche, encapsulée dans des nano-vésicules liposomiques et introduite dans du 

lait de chèvre, a retardé la croissance de L. monocytogene pendant plusieurs jours (Malheiros et al., 2016). 

Casaburi et al., (2016), en utilisant la souche L. curvatus 54M16, une souche multi-productrice de 

bactériocines (les sakacines X, T et P), ont montré une activité inhibitrice permettant l’amélioration de la 

qualité sanitaire de saucisses fermentées traditionnelles. En effet, ces trois sakacines ont permis l’inhibition 

des souches pathogènes testées telles que L. monocytogenes et Bacillus cereus. Cependant, aucune bactérie 

à Gram négatif n’a montré de sensibilité à ces bactériocines.  

5.6. Résistance aux bactériocines 

Les phénomènes de résistance des souches sensibles peuvent exister naturellement ou résulter d'une 

exposition répétée aux bactériocines. Les mécanismes de résistance des bactéries sont très variés. Ils 

impliquent des changements structuraux et physiologiques de la cellule bactérienne (Galvin et al., 1999; 

Guangshun et al., 2015). Ils peuvent être de deux ordres : le premier mécanisme consiste en une diminution 

de la perméabilité cellulaire suite à une modification de la structure de la membrane, les constituants 

lipidiques de la membrane jouant un rôle plus ou moins direct dans la fixation des bactériocines à la surface 

membranaire (Mazzotta et al., 1997). La résistance de L. monocytogenes à la nisine a ainsi été attribuée à 

des changements de la composition en acides gras membranaires et à des modifications au niveau de la 

paroi, mais aucune modification au niveau du lipide II n’a été détectée (Kramer et al., 2006; Naghmouchi 

et al., 2007). Le second mécanisme de développement de résistance est l’inactivation de la molécule active 

par modification chimique ou dégradation protéolytique du peptide antimicrobien (Kraus et al., 2006). 

Ainsi, la nisinase, produite par certaines souches bactériennes, inactive la nisine (Klaenhammer, 1993). 

Des résistances croisées contre des bactériocines de classes différentes sont aussi possibles. Par exemple, la 

résistance de L. monocytogenes acquise à la nisine A ou Z (classe I) augmente sa résistance à la pédiocine 

PA-1 et à la divergicine M35, deux bactériocines de classe IIa (Naghmouchi et al., 2007). 

6. Les huiles essentielles 

6.1. Définition et propriétés antimicrobiennes des huiles essentielles 

Les huiles essentielles sont des produits odorants, généralement de composition complexe, obtenus à partir 

d’une matière première végétale botaniquement définie, soit par entraînement à la vapeur d’eau, soit par 
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distillation sèche, soit par un procédé mécanique approprié sans chauffage. Les huiles essentielles sont le 

plus souvent séparées de la phase aqueuse par un procédé physique n’entrainant pas de changement 

significatif de leur composition (Pharmacopée Européenne, 2010). Ce sont des composés volatils issus du 

métabolisme secondaire d'une plante aromatique. Ils sont formés dans des cellules ou groupes de cellules 

spécifiques, présents dans de nombreuses feuilles et tiges. Ils sont généralement concentrés dans une région 

particulière tels que les feuilles, l'écorce ou les fruits, et lorsqu'ils se produisent dans divers organes d'une 

même plante, ils ont souvent des profils de composition différents (Conner, 1993). 

Les huiles essentielles (HE) ont été reconnues depuis longtemps pour leurs activités antioxydantes, 

antibactériennes, antiparasitaires et antifongiques (Zhang et al., 2016). Elles ont un potentiel en tant 

qu'agents naturels pour la conservation des aliments (Conner, 1993). Elles sont constituées d’un mélange 

hétérogène de substances organiques complexes et aromatiques telles que les terpènes et les terpénoïdes, les 

constituants aromatiques et aliphatiques, tous caractérisés par un faible poids moléculaire (Bassolé et al., 

2012). Plusieurs d’entre elles présentent des activités prometteuses contre de nombreux agents pathogènes 

d’origine alimentaire et les microorganismes d’altération (Bassolé et al., 2012). Une caractéristique 

importante des HE et de leurs composants est leur caractère hydrophobe, ce qui leur permettra de 

partitionner avec les lipides de la membrane cellulaire des bactéries et des mitochondries, perturbant les 

structures cellulaires afin de les rendre plus perméables (Solórzano-Santos et al., 2012 ; Perricone et al., 

2015). 

6.2. Mécanisme d’action des huiles essentielles 

Selon Kim et al. (1995), il y a trois principales réactions : l’interférence avec les phospholipides 

membranaires des bactéries qui augmente la perméabilité membranaire, la perte des nutriments et la 

réduction des processus enzymatiques; la diminution de l’énergie cellulaire (activité de l’ATPase) et du 

métabolisme cellulaire; et la destruction du matériel génétique. Selon Lambert et al. (2001), en présence 

de certains composés des huiles essentielles, un endommagement de la membrane plasmique des bactéries 

et une dispersion de deux éléments faisant partie de la force proton-motrice (FPM) dont le gradient de pH 

et le potentiel électrique surviennent, conduisant ainsi à une fuite des protons, des ions phosphate et 

potassium. 

Chaque bactérie possède une réponse différente face aux composés actifs des huiles essentielles, car ces 

derniers ont des mécanismes d’action différents. Un classement en ordre décroissant basé sur l’activité 

antimicrobienne des principes actifs des huiles essentielles a été établi; les phénols sont en tête de liste. Ils 

sont suivis par les alcools, les aldéhydes, les cétones et les éthers (Faid et al., 1996; Daferera et al., 2000). 

Les composés phénoliques des huiles essentielles inhibent le transport direct des protéines cellulaires et 

aussi le transport actif des nutriments en interférant avec les éléments qui jouent un rôle dans la FPM (Doyle 
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et al., 1997). Selon Friedman et al. (2002), cela pourrait s’expliquer par l’inhibition d’enzymes essentielles 

au métabolisme et à la chélation d’éléments essentiels qui se trouvent sous forme de trace comme le fer. 

Le carvacrol, un terpène phénolique attaque la membrane en la rendant perméable aux ions potassium et 

aux protons, acidifiant ainsi le cytoplasme de la bactérie, rendant impossible la synthèse de l’ATP et 

diminuant la quantité d’ATP intercellulaire (Ultee et al., 2000) car l’augmentation du flux passif des ions 

affecte la transduction de l’énergie (Sikkema et al., 1995; Prashar et al., 2003; Oussalah et al., 2006). 

Les composés électronégatifs comme les aldéhydes contenus dans certaines huiles essentielles interfèrent 

avec le processus biologique, troublant le transfert d’électron, et réagissent avec les protéines et les acides 

nucléiques (Dorman et al., 2000). 

Les composés hydrophobes des huiles essentielles peuvent atteindre l’espace périplasmique des bactéries 

Gram négatif à travers les protéines porines (Lambert et al., 2001; Helander et al., 1998). 

6.3. Applications alimentaires des huiles essentielles 

Les huiles essentielles possèdent des profils de composition chimique différents. Elles sont utilisées comme 

agents naturels de conservation des aliments. Leur utilisation comme agents de conservation est due à la 

présence de composés ayant des propriétés antimicrobiennes et antioxydantes (Conner, 1993 ; Hammer et 

al., 1999). Bien que les huiles essentielles aient le statut GRAS et aient montré des effets antimicrobiens 

prometteurs, leur emploi est limité du fait de leurs propriétés gustatives assez fortes (Ghabraie, 2014). Les 

recherches actuelles sont axées sur la détermination de la CMI afin de joindre l’effet antimicrobien à la 

prolongation de la durée de conservation (Oussalah et al., 2007). Selon Velasco and Williams (2011), 

l'activité antimicrobienne des épices et des herbes a été largement étudiée et n’est plus à démontrer.  

Les études menées par Fratianni et al. (2010) ont montré que l’ajout des huiles essentielles de thym et de 

baume sur la viande fraîche de poulet entreposée pendant 3 semaines à 4°C a inhibé efficacement la 

croissance d’E. coli tandis que celle de baume a limité la croissance de Salmonella spp. Chouliara et al. 

(2007) ont constaté que l’ajout direct d’une combinaison d'huiles essentielles d'origan, sur la viande fraîche 

de poulet sous atmosphère modifiée, diminuait significativement les populations microbiennes (bactéries 

lactiques, microorganismes aérobies totaux, Pseudomonas spp., levures) et l’oxydation des lipides. Des 

études récentes ont montré que les extraits de plantes sont utiles pour la réduction des pathogènes associés 

aux saucisses de Francfort (Mytle et al., 2006) ou au bœuf cuit (Ahn et al., 2007). Une autre étude d’Ahn 

et al. (2004) a démontré une inhibition de la population d’E. coli O157: H7, de L. monocytogenes et de 

Salmonella Typhimurium (1,08, 1,24 et 1,33 log ufc/g, respectivement) dans le bœuf haché cru traité avec 

1% d’extraits naturels de pépins de raisin après 9 jours d’entreposage réfrigéré. De plus, toujours dans cette 

même étude, des extraits d’écorce de pin (1%) et d’oléorésine de romarin (1%) ont entraîné une réduction 

d’environ 1 log UFC/g dans les populations des trois pathogènes citées ci-haut après 9 jours d’entreposage. 
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D’autres études menées par Oussalah et al. (2007) ont montré que les huiles essentielles de Corydothymus 

capitatus, Cinnamomum cassia, Origanum heracleoticum, Satureja montana et Cinnamomum verum étaient 

très actives (CMI≤ 0.05%) contre E. coli, L. monocytogenes, S. Typhimurium et S. aureus. Par ailleurs, 

d’après les études pilotées par Daglia (2012), certains acides phénoliques (acides gallique, caféique et 

férulique) ont des propriétés antibactériennes contre S. aureus, L. monocytogenes, E. coli et P. aeruginosa. 

Les composés phénoliques tels que les proanthocyanidines de la canneberge ont un spectre très large sur les 

bactéries pathogènes à Gram négatif (E. coli, Salmonella typhimurium, Pseudomonas aeruginosa) et à Gram 

positif (Enterococcus faecalis, L. monocytogenes, S. aureus et Bacillus subtilis) (Daglia et al., 2012; Caillet 

et al., 2012). 

Bien que les HE et les bactériocines aient le statut GRAS et aient montré des effets antimicrobiens 

prometteurs, leur application est limitée en raison du goût et de l’odeur forte des HE d’une part, et d’autre 

part, l’utilisation des bactériocines seules n’est pas susceptible d’assurer une innocuité complète en 

particulier dans le cas des bactéries Gram-négatives (Zacharof et al., 2012; Ghabraie et al., 2016a). Afin 

d'éviter d'éventuels effets secondaires des HE et d'améliorer leur efficacité antimicrobienne, les HE sont 

largement utilisées en association avec d’autres agents antimicrobiens (Solomakos et al., 2008a, b; 

Ghabraie et al., 2016b). L’utilisation des bactériocines doit également être combinée avec d'autres 

technologies capables de perturber par exemple la membrane cellulaire des bactéries Gram-négatives afin 

d’optimiser l’effet antimicrobien des bactériocines (Zacharof et al., 2012). La technologie de traitements 

combinés est intéressante pour la conservation des aliments. Elle aide non seulement à prévenir la résistance 

bactérienne au traitement antibactérien individuel, mais aussi à réduire le dosage de chaque traitement étant 

donné que le traitement combiné peut provoquer des effets synergiques entre les agents antibactériens et/ou 

les traitements antibactériens contre les bactéries cibles (Zhou et al., 2010; Ghabraie et al., 2016b). 

7. La technologie des barrières 

Pour assurer une sécurité optimale sans affecter les propriétés organoleptiques des aliments, de nouvelles 

méthodes de contrôle antimicrobien (technologie des barrières) devraient être établies (Cui et al., 2011). La 

technologie des barrières utilise la combinaison de facteurs de transformation modérés des aliments pour 

obtenir une sécurité acceptable et de hautes qualités sensorielles (Cui et al., 2010). Ce concept de barrière 

ou obstacle technologique a été appliqué pour la première fois par Leistner en 1978 (Leistner, 1978). Cet 

auteur stipule que la sécurité microbienne, la stabilité ainsi que la qualité sensorielle et nutritionnelle des 

aliments sont meilleures lorsque celles-ci sont basées sur l’application combinée de conservateurs que les 

micro-organismes présents dans les denrées alimentaires sont incapables de surmonter. Une application 

intelligente de cette technologie nécessite une meilleure compréhension des évènements et interactions se 

déroulant entre les différentes barrières dans les aliments, ainsi que les réponses physiologiques des micro-
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organismes pendant la conservation des aliments (Leistner, 2000). Les différents obstacles ou traitements 

multiples dans les aliments ont non seulement un effet additif sur la stabilité microbienne, mais également 

un effet synergique. Ils offrent des réactions de stress non agressives qui perturbent la stabilité des bactéries 

cibles, tout en évitant l’épuisement des métabolites des cultures protectrices (Leistner, 1995). 

La demande des consommateurs pour des aliments naturels à haute qualité sensorielle signifie une utilisation 

limitée des agents de conservation et un traitement thermique réduit. En règle générale, la méthode de 

préservation doit être économe en énergie, écologique, organoleptiquement acceptable et particulièrement 

efficace pour inhiber les agents pathogènes (Zhou et al., 2010). Pour préserver la viande fraîche 

transformée, il est préférable de ne pas utiliser de traitement thermique et de tirer parti des avantages d'autres 

technologies telles que la technologie des barrières (Zhou et al., 2010). Les technologies de conservation 

douces sont importantes pour les industries alimentaires modernes et, en combinant ces processus, la qualité 

organoleptique sera améliorée. La technologie des barrières ou la combinaison de différents processus peut 

être utilisée pour assurer la sécurité microbienne, car il est probable que l'utilisation d'un seul agent 

antimicrobien élimine un organisme, mais fournit une bonne condition pour d'autres micro-organismes. 

La combinaison de bactériocines avec d'autres méthodes de conservation des aliments a donné des résultats 

prometteurs (Milles et al., 2011). En effet, cette technologie permet de minimiser le développement des 

souches résistantes, dans la mesure où les peptides antimicrobiens ont un effet additif ou synergique 

lorsqu’ils sont utilisés conjointement avec des traitements physiques par exemple (Galvez et al., 2008 ; 

Milles et al., 2011). Ainsi, un traitement à haute pression hydrostatique combiné à l’utilisation de 

bactériocines a montré d’importants dommages de la membrane cytoplasmique de la population 

microbienne cible (Galvez et al., 2007). En outre, les bactériocines ont une plus grande possibilité de cibler 

les agents pathogènes à Gram négatif en présence des agents chélatants. Ainsi, l’application de la nisine 

avec de l’EDTA a inhibée efficacement E.coli, Salmonella spp et L. monocytogenes (Ukuku et al., 2009; 

Khan et al., 2016). Plusieurs autres travaux rapportent que des applications alimentaires des bactériocines 

combinées à d’autres barrières chimiques ont été réussies, telles que l’enterocine AS-48 combinée avec le 

NaCl pour inhiber S. aureus (Ananou et al., 2004). Les travaux de Ghabraie et al. (2014) ont montré que 

l'utilisation de 0,025 ou 0,05% du mélange d’huiles essentielles de cannelle chinoise et d’écorce de cannelle 

en association avec de faibles concentrations de nitrites (100 ppm), de sels d'acides organiques (1,54%) et 

de nisine (12,5 ppm) pourrait réduire respectivement 1,5 ou 2,6 log UFC/g de L. monocytogenes dans les 

saucisses après 7 jours de stockage. D’autres études ont également montré l’efficacité des bactériocines 

couplées aux huiles essentielles. Ettayebi et al. (2000) ont inhibé L. monocytogenes en combinant la nisine 

Z au thymol. Abdollahzadeh et al. (2014) ont montré que la combinaison d’HE de thym et de nisine 

réduisait de 1,86 log UFC/g la charge de L. monocytogenes après 4 jours de stockage au froid, puis cette 
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charge restait inchangée jusqu'à 12 jours de stockage dans de la chaire de poisson hachée. De même, 

Solomakos et al. (2008b) ont montré que la combinaison d’HE de thym avec la nisine avait un potentiel 

efficace pour inhiber la croissance de L. monocytogenes dans la viande de bœuf hachée. Par ailleurs, Ghalfi 

et al. (2006) ont montré que l'utilisation combinée de l’HE d’O. vulgare et de la bactériocine produite par 

Lactobacillus curvatus CWBI-B28 augmentait considérablement la durée de conservation de la viande. Les 

travaux de Singh et al. (2001) ont montré que la nisine et l’extrait d’ail combinés pouvaient aider à 

surmonter les problèmes de résistance des bactéries Gram-positives à la nisine dans les systèmes 

alimentaires tels que le houmous. 

Les composants des aliments tels que les gras et les protéines, de même que les ingrédients alimentaires 

peuvent avoir un effet négatif sur l’efficacité des HE et des bactériocines (Kyung, 2011; Cava-Roda et al., 

2010; Solomakos et al., 2008b; Abdollahzadeh et al., 2014; Ghabraie et al., 2016b). L’encapsulation des 

antimicrobiens dans un polymère comestible pourrait les protéger dans les systèmes alimentaires. Il a été 

démontré que les agents antimicrobiens encapsulés ont une activité inhibitrice plus élevée que les agents 

antimicrobiens libres (Huq et al., 2014). En plus de permettre une libération contrôlée des antimicrobiens, 

de sorte que leur activité antibactérienne dure plus dans le temps, l’encapsulation réduit l’effet 

organoleptique négatif probable des antimicrobiens sur les aliments (Neetoo et al., 2010; Ghabraie et al., 

2016b). 

8. Microencapsulation  

8.1. Définition et généralités 

La microencapsulation est un ensemble de technologies visant à produire de petites particules appelées 

microcapsules qui peuvent être libérées à une vitesse spécifique dans certaines conditions (Pedro et al., 

2019). En général, les capsules sont classées en fonction de leur taille, distinguées entre les macrocapsules 

(> 5,000μm), les microcapsules (0,2 à 5,000μm) et les nanocapsules (<0,2 um) (Pablo et al., 2014). Le but 

de la microencapsulation est de recouvrir un composé actif (noyau) par un agent d'encapsulation, également 

connu sous le nom de matériau de paroi, qui isolera le noyau. Ainsi, elle permet entre autres de protéger les 

substances sensibles de l'environnement extérieur et de masquer les propriétés organoleptiques comme la 

couleur, le goût, l'odeur de la substance qui ne sont pas appréciées par les consommateurs. L'isolement 

fourni par le matériau d'encapsulation se brisera sous l'application d'un stimulus spécifique (par exemple, le 

pH ou la chaleur), libérant la substance active à l'emplacement cible spécifique ou dans des conditions 

idéales (Suave et al., 2006). Différents types de matériaux comme les ingrédients pharmaceutiques actifs, 

les protéines, les peptides, les huiles essentielles, les matériaux alimentaires, les pigments, les colorants, les 

monomères, les catalyseurs, les pesticides et les microorganismes peuvent être encapsulés avec différents 

types de matériaux de revêtement ou de coque comme l'éthylcellulose, l'hydroxyl propylméthylcellulose, le 
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carboxy méthylcellulose de sodium, l’alginate de sodium, la gélatine, le polyester et le chitosane (Venkata 

et al., 2010). La microencapsulation a de nombreuses applications dans des domaines tels que les industries 

pharmaceutique, médicale, agricole et alimentaire (Azeredo, 2005). Le succès de cette technologie dépend 

du choix du matériau de paroi, de la forme de libération du noyau et de la méthode d'encapsulation (Pablo 

et al., 2014). Par exemple, les travaux de Huq et al. (2012) ont montré que l’ajout de 5% (w/w) de 

nanocellulose cristalline renforçait les propriétés physicochimiques de l’alginate en termes de perméabilité 

à la vapeur d’eau et de stabilité thermique. 

8.2. Le matériau de la paroi 

Le choix correct du matériau de la paroi est très important, car il influence l'efficacité d'encapsulation et la 

stabilité de la microcapsule. Le matériau idéal doit pouvoir former un film qui est cohésif avec le noyau 

actif, être chimiquement compatible et non réactif avec le noyau, pouvoir sceller et maintenir le noyau à 

l'intérieur de la capsule; et avoir la capacité à fournir une protection maximale au noyau contre les conditions 

défavorables. Pour pouvoir être appliqué dans les aliments, le matériau de la paroi doit être de qualité 

alimentaire, biodégradable et capable de former une barrière entre l'agent actif et le milieu et exempt de goût 

désagréable (Gharsallaoui et al., 2007; Nazzaro et al., 2012; Pereira et al., 2018).  

Selon Fávaro-trindade et al. (2008), la plupart des matériaux de la paroi n'ont pas toutes les propriétés 

souhaitées; une pratique courante consiste à mélanger deux ou plusieurs matériaux. Ces matières peuvent 

être choisies parmi une grande variété de polymères naturels et synthétiques, parmi lesquels : les glucides 

comme l’amidon, les amidons modifiés, les dextrines, le saccharose, la cellulose et le chitosane; les gommes 

telles que la gomme arabique, l’alginate et la carraghénane; les lipides comme la cire, la paraffine, les 

monoglycérides et diglycérides, les huiles et graisses hydrogénées; les matériaux inorganiques comme le 

sulfate de calcium et les silicates; les protéines telles que le gluten, la caséine, la gélatine et l’albumine. 

8.3. Libération contrôlée de la substance d’intérêt 

Les principaux mécanismes impliqués dans la libération de la substance d’intérêt sont la diffusion, la 

dégradation, l'utilisation de solvant, le pH, la température et la pression. En pratique, une combinaison de 

plus d'un mécanisme est utilisée (Desai et al., 2005). Selon Gouin (2004), l'encapsulation devrait permettre 

au noyau d'être isolé de l'environnement externe jusqu'à ce que la libération soit souhaitée. Par conséquent, 

la libération au moment et à l'endroit appropriés est une propriété extrêmement importante dans le processus 

d'encapsulation, améliorant l'efficacité, réduisant la dose requise d'additifs et élargissant les applications des 

composés d'intérêt. Les principaux facteurs affectant les taux de libération sont liés aux interactions entre le 

matériau de la paroi et le noyau, la volatilité du noyau, le rapport entre le noyau et le matériau de la paroi, 

la taille des particules et le degré de viscosité du matériau de la paroi (Roberts et al., 2000). 
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8.4. Les techniques d’encapsulation 

Diverses techniques sont disponibles pour l'encapsulation des substances d’intérêt. Globalement, les 

méthodes sont divisées en trois types, dont les méthodes chimiques; physico-chimiques et mécaniques 

(Venkata et al. 2010). Le choix de la méthode la plus appropriée dépend du type de noyau, de l'application 

de la microcapsule, de la taille des particules requises, des propriétés physiques et chimiques du noyau et 

de la paroi, du mécanisme de libération requis, de l'échelle de production et du coût (Suave et al. 2006). Le 

tableau 2 suivant montre un ensemble de techniques de microencapsulation. 

 

Tableau 2: les techniques de microencapsulation 

Techniques Avantages Inconvénients Rendement 

d’encapsulation 

Nature du 

produit encapsulé 

Réf. 

 

Procédés mécaniques 

Séchage par 

atomisation 

(spray drying) 

Simple, rapide, 

économique 

- Perte importante 

d’actifs par 

adhérence aux 

parois de la 

chambre de séchage 

- Non applicable à 

des 

systèmes de 

viscosité trop 

élevée 

- Consommation 

d’énergie 

importante en 

raison de 

l’évaporation de 

l’eau 

 

Jusque 40-50 % Poudre (Gouin, 

2004) 

 (Yeo et 

al., 2001) 

(Giunchedi et al., 

1995) 

Gélification 

/congélation de 

gouttes (spray 

cooling) 

- Particules non 

poreuses et 

denses 

- Absence de 

solvant 

- Durée courte des 

procédés 

- Températures des 

procédés 

pouvant affecter les 

actifs 

- Agglomération 

 

Jusque 40-60 % Microsphère 

cireuse 

 

(Kerdudo 

et al., 

2015) 

Extrusion - Contrôle précis 

de la forme 

et de la taille des 

capsules 

- Degré élevé de 

stabilité des 

capsules en milieu 

formulé 

- Taille des 

particules 

importante : 200-

1000 μm 

- Non applicable 

pour les 

actifs trop sensibles 

à 

Jusque 40 %  

 

Microsphère (Gouin, 

2004) 

(Kerdudo 

et al., 

2015) 
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 l’oxydation. 

 

RESS 

(Rapid Expansion of 

Supercritical 

Solutions ) 

     

ASES 

(Aerosol Solvent 

Extraction System ) 

Absence de 

solvants 

organiques 

et de 

tensioactifs 

 

Limité aux 

polymères de 

faibles 

poids moléculaires 

 

Variable  

 

Microsphère (Yeo et 

al., 2001), 

(Gouin, 

2004) 

Procédés chimiques 

Polymérisation 

Interfaciale 

- Contrôle de la 

porosité et 

de l’épaisseur de la 

paroi 

en fonction des 

polymères 

 

- Interaction de 

certains 

actifs dans la 

réaction de 

polymérisation 

- Nombreux lavages 

nécessaires 

- Sous-produits 

interagissant avec 

les 

actifs 

 

Variable (15- 

100 %) 

 

Membrane 

polymérique 

 

(Yeo et 

al., 2001) 

(Kerdudo 

et al., 

2015) 

Procédés physico-chimiques 

Évaporation/extraction 

de solvant 

- Encapsulation de 

petites 

molécules 

- Possibilité de 

contrôle de la 

cinétique de 

relargage grâce 

au PLGA 

- Utilisation de 

polymères 

biodégradables et 

biocompatibles 

 

- Utilisation de 

solvants 

organiques toxiques 

- Présence de 

solvants 

résiduels 

 

Variable  

 

Microsphère (Kerdudo 

et al., 

2015) 

Coacervation simple - Distribution de 

taille étroite 

pour l’ajout de 

non-solvant : 

absence de contact 

entre la 

phase continue et 

l’actif 

 

Agglomération, 

utilisation 

de solvant dans 

certains cas 

 

Variable (6- 

90 %) 

 

microcapsules  

 

(Kerdudo 

et al., 

2015) 

Coacervation 

Complexe 

- Distribution de 

taille étroite 

- Agents réticulant 

toxiques : 

glutaraldéyde 

Environ 80 %  

 

microcapsules (Kerdudo 

et al., 

2015) 
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- Hauts 

rendements 

d’encapsulation 

- Conditions 

douces (absence 

de 

solvants organique 

et température 

ambiante) 

 

ou formaldéhyde 

- Gamme de pH 

limitée 

 

Émulsions 

doubles/multiples 

- Absence de 

solvants 

organiques 

- Possibilité 

d’encapsuler des 

actifs hydrophiles 

et 

hydrophobes en 

simultané 

 

Risque de 

dégradation des 

actifs sensibles à la 

chaleur, 

car nécessité 

de chauffer les 

phases à 

émulsionner (dans 

la plupart 

des 

cas) 

 

Variable Gouttelettes 

d’émulsion 

 

(Kerdudo 

et al., 

2015) 

Liposomes - Encapsulation 

simultanée 

d’actifs 

hydrophiles et 

hydrophobes 

- Augmente 

l’efficacité des 

principes actifs 

- Utilisation de 

molécules 

constituantes de la 

structure 

cutanée 

. 

 

- Utilisation de 

solvants 

organiques 

- Faible rendements 

d’encapsulation 

des actifs 

hydrophiles 

- Incompatibilité 

avec 

certains tensioactifs 

 Liposomes  

 

(Gouin, 

2004) 

Vésicules 

multilamellaires 

type oignons 

 

- Encapsulation 

simultanée 

d’actifs 

hydrophiles et 

hydrophobes 

- Augmente 

l’efficacité des 

principes actifs 

- Utilisation de 

molécules 

constituantes de la 

structure 

cutanée 

- Hauts 

rendements 

d’encapsulation 

 

- Instabilité 

thermodynamique 

en 

phase aqueuse 

- Incompatibilité 

avec 

certains tensioactifs. 

 

Variable Vésicules 

multilamellaires 

type oignons 

 

(Kerdudo 

et al., 

2015) 
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8.5. La microencapsulation dans l’industrie agroalimentaire 

Les techniques de production de microcapsules sont beaucoup plus difficiles dans l'industrie alimentaire 

que dans d'autres industries, car les qualités sensorielles des aliments ne doivent pas être compromises par 

l'ajout de composants encapsulés. De plus, les matrices alimentaires sont plus complexes que celles utilisées 

dans les industries pharmaceutiques et cosmétiques (Fávaro-trindade et al., 2008). Plusieurs méthodes 

différentes de production de microcapsules ont été développées et les microcapsules peuvent être fabriquées 

en utilisant différents matériaux qui sont choisis suivant la fonction des microcapsules (Pedro et al., 2019). 

Selon Fávaro-Trindade et al. (2008), la microencapsulation est utilisée dans l'industrie alimentaire 

pour réduire la réactivité du matériau actif dans l'environnement extérieur, réduire la vitesse d'évaporation 

du noyau dans le milieu, améliorer la manipulation des aliments, assurer une libération contrôlée du principe 

actif, masquer l'odeur et le goût désagréables et répartir le matériau encapsulé dans une formulation 

alimentaire de manière homogène. Cependant, la microencapsulation est associée à des coûts de production 

considérablement accrus, ce qui peut limiter la viabilité économique de la méthode. Mais de nos jours, les 

consommateurs sont de plus en plus conscients de l'importance de consommer des repas bénéfiques pour la 

santé. Ainsi, des produits sont développés pour offrir des avantages pour la santé. On peut citer la 

microencapsulation de divers composés actifs, tels que les vitamines, les minéraux, les huiles essentielles et 

les acides gras polyinsaturés oméga-3 (Suave et al., 2006). 

La microencapsulation peut être un moyen efficace de créer des aliments qui sont non seulement une 

source de nutriments avec un attrait sensoriel, mais aussi une source de bien-être et de santé pour les 

individus. On peut augmenter le niveau de calcium pour prévenir l'ostéoporose, utiliser des micro-

organismes pour produire l'acide lactique afin de diminuer le cholestérol et, ajouter des composés 

phénoliques pour prévenir les problèmes cardiaques (Oliveira et al., 2002; Sanguansri et al., 2006). Des 

formulations de plus en plus complexes qui ne peuvent souvent être contrôlées que par microencapsulation 

comme les micro-organismes dans la viande fermentée; l'ajout d'acides gras polyinsaturés sensibles à l'auto-

oxydation dans le lait, les yaourts ou les glaces; et l'utilisation de composés aromatiques très volatils dans 

les aliments instantanés a été appliquée dans l'industrie alimentaire (Khan et al., 2011; Gharsallaoui et al., 

2012). Par ailleurs les travaux de Huq et al. (2014; 2015) ont montré l’efficacité de la microencapsulation 

dans la conservation des produits à base de viande; ils ont montré d’une part une activité antimicrobienne 

prolongée d’un antimicrobien encapsulé entrainant une réduction importante de la population de Listeria au 

cours du temps par rapport au même antimicrobien non encapsulé et, d’autre part l’augmentation de la 

sensibilité de listeria à l’irradiation en présence d’antimicrobiens encapsulés comparativement à ces mêmes 

antimicrobiens non encapsulés. 
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9. Hypothèse, but et objectifs du projet 

9.1. Hypothèse 

L’action combinée des bactériocines des bactéries lactiques et des huiles essentielles assurerait les qualités 

microbiologiques et organoleptiques et augmenterait la durée de conservation des viandes transformées.  

9.2. But 

Le but de cette étude est de développer une nouvelle source de bactériocines pouvant être utilisée dans la 

viande transformée, de démontrer la synergie avec une formulation antimicrobienne à base d’huiles 

essentielles et de vérifier l’effet bénéfique de l’encapsulation afin d’assurer la qualité microbiologique et 

physico-chimique de la viande fraîche transformée pendant la transformation et le stockage.  

9.3. Objectifs spécifiques 

Afin de répondre à notre hypothèse, les objectifs ci-après ont été établis : 

Objectif 1 : Identifier des ferments contenant des bactéries lactiques capables de produire des bactériocines 

et optimiser leur production au cours de la fermentation ; 

Objectif 2 : Évaluer la CMI de l’extrait de bactériocines contre des bactéries affectant la qualité de la viande 

et déterminer la synergie entre l’extrait de bactériocines et des formulations antimicrobiennes renfermant 

des huiles essentielles; 

Objectif 3 : Mettre au point une méthode d’encapsulation de la nouvelle formulation pour application dans 

la viande fraîche transformée ; 

Objectif 4 : Évaluer in situ sur la viande fraîche transformée l’effet des antimicrobiens combinés (encapsulés 

et non encapsulés) sur la durée de conservation de la viande fraîche transformée en analysant l’évolution de 

la flore d’altération au cours du stockage; 

Objectif 5 : Évaluer la qualité physicochimique et sensorielle de la viande fraîche transformée. 

9.4. Moyens pour atteindre les objectifs  

Objectif 1 : l’identification des ferments contenant des bactéries lactiques productrices de bactériocines a 

été démontrée par l’inhibition de l’activité antimicrobienne du surnageant obtenu de la culture de ces 

bactéries lactiques lorsque le surnageant était soumis à l’action d’une protéase. L’optimisation de la 

production des bactériocines a été effectuée par la méthode de diffusion de puits telle que décrite par 

Millette et al. (2007a) en variant les paramètres : température, pH initial et supplément de différentes 

sources de carbone et d’azote. 

Objectif 2 : la concentration minimale inhibitrice (CMI) des bactériocines a été effectuée par la méthode de 

microdilution sur différentes souches microbiennes selon le protocole décrit par Hossain et al. (2016) et la 
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méthode de l’échiquier telle que décrite par Turgis et al. (2012b) a permis d’établir l’interaction entre ces 

bactériocines et des formulations antimicrobiennes à base d’huiles essentielles. 

Objectif 3 : l’encapsulation des formulations antimicrobiennes s’est faite en utilisant la gélatine comme 

biopolymère selon le protocole décrit par Seyed et al. (2016).  

Objectif 4 : l’évolution de la flore d’altération au cours du stockage a été déterminée par le comptage de 

colonies des germes à analyser après dilution et ensemencement en surface sur des géloses selon le protocole 

décrit par Ouattara et al. (2002). 

Objectif 5 : l’évaluation de la qualité physicochimique de la viande fraîche transformée s’est faite en 

analysant les paramètres de la couleur et le degré de l’oxydation des lipides au cours du stockage selon les 

protocoles décrits par Pattarasiriroj et al. (2020) et Ouattara et al. (2002) respectivement. L’analyse 

sensorielle a été réalisée par le test hédonique suivant le protocole décrit par Ghabraie et al. (2016a). 
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Résumé  

Cette étude visait à étudier la production possible de substances inhibitrices de type bactériocine et à 

optimiser leur production par Lactobacillus sakei (LS) et la combinaison des bactéries Lactobacillus 

curvatus/Pediococcus acidilactici (LC/PA), des bactéries lactiques présentes dans deux ferments utilisés 

pour la fermentation de la viande. L'effet des paramètres de croissance sur la production des substances 

inhibitrices de type bactériocine a été évalué en mesurant l'activité antibactérienne du surnageant acellulaire 

de ces bactéries à l'aide de la technique de diffusion des puits. La stabilité du surnageant acellulaire des 

bactéries LC/PA a également été examinée après les traitements thermiques et les variations pH. Les 

résultats ont montré que pour une production plus élevée de substances inhibitrices de type bactériocine, les 

températures de croissance étaient de 28 et 24 ℃, et les valeurs de pH initiales étaient de 5 et 6,5 

respectivement pour les bactéries LC/PA et LS. La production de substances inhibitrices de type 

bactériocine par les bactéries LC/PA a été fortement influencée par les sources de carbone et d'azote. Le 

mannose et l'extrait de levure ont respectivement été les sources de carbone et d'azote appropriées, et 

l'activité était de 2044,44 UA/ml, 4,84 fois supérieure à celle du milieu MRS non supplémenté. Aucune des 

sources de carbone utilisées dans cette étude n'a affecté la production de substances inhibitrices de type 

bactériocine par la bactérie LS, tandis que la peptone de pois en tant que source d'azote a amélioré l'activité 

antimicrobienne et a montré une valeur de 188,89 UA/ml, 1,47 fois supérieure à celle des milieux MRS non 

supplémentés. De plus, la caractérisation du surnageant acellulaire des bactéries LC/PA a montré que les 

substances inhibitrices de type bactériocine étaient thermostables et actifs dans une plage de pH de 2 à 10. 

 

Mots-clés : Bactéries lactiques, Post-biotique, Substances inhibitrices de type bactériocine, Paramètres de 

croissance, Activité antimicrobienne 
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Abstract 

This study aimed to investigate the possible production of bacteriocin-like inhibitory substances (BLIS) and 

optimize their production by Lactobacillus sakei (LS) and a co-culture of Lactobacillus 

curvatus/Pediococcus acidilactici (LC/PA) bacteria, lactic acid bacteria present in two ferments used for 

meat fermentation. The effect of growth parameters on BLIS production was evaluated by measuring the 

antibacterial activity of the cell-free supernatant (CFS) of these bacteria using well-diffusion technique. The 

stability of the CFS of LC/PA bacteria was also examined after heat treatment and pH variations. Results 

showed that for higher BLIS production, growth temperatures were 28 and 24 ℃, and initial pH values were 

5 and 6.5 respectively for the LC/PA and LS bacteria. The BLIS production by the LC/PA bacteria was 

greatly influenced by carbon and nitrogen sources. Mannose and yeast extract were found as suitable carbon 

and nitrogen sources, respectively, and the activity was 2044.44 UA/ml, 4.84-fold greater than un-

supplemented MRS media. None of the carbon sources used in this study affected the BLIS production by 

the LS bacterium, while pea peptone as nitrogen source enhanced the antimicrobial activity and showed a 

value of 188.89 UA/ml, 1.47-fold greater than un-supplemented MRS media. Furthermore, characterization 

of CFS of the LC/PA bacteria showed that the BLIS were heat-stable and active at a pH range of 2–10.  

 

Keywords: Lactic acid bacteria, Postbiotic, Bacteriocin-like inhibitory substances, Growth parameters, 

Antimicrobial activity  
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1. Introduction 

There has been a continuous interest in bio-preservation of food as an effective approach in the field of food 

safety (Balciunas et al., 2013). This technique can preserve the food from physicochemical changes, 

microbial deterioration, and foodborne pathogens through the application of natural substances. Plants, 

animals, and microorganisms are three main sources of natural additives, and a safe replacement for 

synthetic preservative compounds in food (Cueva et al., 2011). 

Lactic acid bacteria (LAB) are commonly used as starter cultures in dairy, meat and vegetable products. 

Besides their role in fermentation procedures, the antimicrobial compounds produced by LAB expand their 

development of applications in the food industry (Van et al., 2011). LAB have the ability to secrete soluble 

materials with diverse functional activities during bacterial growth or after their lysis. These antimicrobial 

products are categorized in two different groups. Low molecular weight metabolites such as organic acids, 

and hydrogen peroxide and high molecular weight compounds such as bacteriocins and/or bacteriocin-like 

inhibitory substances (BLIS) (Moradi et al., 2019a; Yordshahi et al., 2020). BLIS are a common name for 

uncharacterized bacteriocins with bioactivity similar to bacteriocins (Sidek et al., 2018). 

Bacteriocins are ribosomically produced antimicrobial peptides with a diverse genetic origin, post-

translationally modified or not, that can help the producer organism to outcompete other bacterial species 

(Alvarez-Sieiro et al., 2016). They are well-known individual postbiotics, which are by-product metabolic 

agents produced during fermentation. These compounds have many beneficial properties such as their 

potential to control the growth of spoilage and pathogenic microorganisms, antioxidant, and anti-

inflammatory activities (Rad et al., 2021). The potential biotechnological applications of postbiotic 

metabolites in the food industry are of growing interest, which is related to non-toxicity to humans and 

stability at various ranges of pH and temperature (Todorov, 2009; Ahmad et al., 2017; Moradi et al., 

2020; O’Bryan et al., 2018; O’Connor et al., 2020; Silva et al., 2018; Yang et al., 2014). 

Different genus of LAB such as Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc, Pediococcus and Enterococcus 

have the ability to synthetize bacteriocins during the fermentation process. The effectiveness of bacteriocin-

producing Lactobacillus sakei, Lactobacillus curvatus or Pediococcus acidilactici bacteria in inhibiting 

pathogenic bacteria in different food products has been reported (Katikou et al., 2005; Castellano et al., 

2006; Ghalfi et al., 2006; Héquet et al., 2007, Albano et al., 2009; Casquete et al., 2017). It has been 

reported that their antimicrobial activity is attributed to their bacteriocins such as sakacin, curvacin and 

pediocin (Barbosa et al., 2015; Casaburi et al., 2016; Fontana et al., 2015; Todorov et al., 2013). 

Bacteriocins can be supplemented in foods by means of several approaches including the direct application 

of CFS, purified or partially purified single bacteriocin or a mixture of bacteriocins (Favaro et al., 2017). 
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A mixture application containing more than one bacteriocin could have an additive or synergistic 

bactericidal activity against a range of sensitive bacteria (Dortu et al. 2008; Vijayakumar et al. 2017). 

Several studies indicate that the production of bacteriocins is strongly influenced by environmental 

conditions such as the incubation atmosphere, pH, temperature, microbial growth phase, microbial load, and 

the composition of the culture medium. Addition of some compounds such as sugar, salt, and surfactants to 

the growth media of LAB can impact the production of bacteriocins (Gálvez et al., 2007; Todorov et al., 

2012; Zhang et al., 2012; Zhou et al., 2015; Turgis et al., 2016; Dussault et al., 2016; Mataragas et al., 

2003, 2004; Todorov et al., 2009; 2010). Since there is no guarantee that high bacteriocin production occurs 

under optimal growth conditions and high cell mass (Todorov et al., 2009; Masuda et al., 2016), it is 

necessary to study the link between bacterial growth conditions and bacteriocin production and optimize 

the production of bacteriocin for possible industrial application and their production at an industrial scale. 

The aim of this work was to investigate the possible production of BLIS by Lactobacillus sakei and the 

mixed culture of Lactobacillus curvatus and Pediococcus acidilactici present in meat starter cultures and to 

optimize the production of BLIS by these bacteria. 

2. Material and Methods 

2.1. Materials  

Selected compounds used in this study were: D-glucose (Fisher Scientific, USA), D-(+) maltose 

monohydrate (Sigma-Aldrich, Japan), D-(-)-fructose (Sigma-Aldrich, USA), D-(+)- lactose monohydrate 

(Sigma-Aldrich, Netherlands), D-(+)-mannose (Sigma-Aldrich, United Kingdom), D-(+)-galactose (Sigma-

Aldrich, Italy), and sucrose (Sigma-Aldrich, USA); yeast extract, meat extract, pea peptone, wheat peptone 

purchased from Sigma-Aldrich, France and tryptone from Fisher Scientific, Australia. de Man Rogosa and 

Sharpe broth (MRS) obtained from Difco Laboratories, Detroit, MI, USA, and Brain-Heart Infusion medium 

(BHI) purchased from Alpha Biosciences Inc. Baltimore, MD, USA. 

2.2. Preparation of bacteria 

The lactic acid bacteria used in this study were obtained from commercial ferments used for meat 

fermentation. Two ferments in powder form named as MnF containing LS, and FLC containing both LC/PA 

were used in this study. A quantity of 0.25 g of each ferment was dissolved in 2 ml of sterile distilled water, 

then the solution was introduced into 9 ml of MRS broth and incubated for 24 h at 24 ℃ and 37 ℃ for LS 

and for LC/PA, respectively. A second 24 h subculturing was carried out by adding 1 ml of the previous 

microbial culture into 9 ml of MRS broth, then, glycerol (20% v/v) was added, and the bacteria were stored 

at -80 ℃ for subsequent experiments. Each bacterium was subjected to 2 subcultures of 24 hours before 

each experiment. 
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Eight Listeria as indicator strains were used. Two strains of Listeria innocua (LIN): LIN 3285 and LIN 

51742; and 6 strains of Listeria monocytogenes (LM): LM 1045, LM 2371, LM 2558, LM 2569, LM 2739, 

and LM 2812. These strains were stored at -80 ℃ in BHI containing glycerol (20% v/v). Twice sub culturing 

was carried out at 37 ℃ for 24 h for each strain before experiment. 

2.3. Antibacterial activity of CFSs 

The antibacterial activity of CFS of Lactobacillus sakei bacterium (CFS-LS) and Lactobacillus 

curvatus/Pediococcus acidilactici bacteria (CFS-LC/PA) against Listeria spp. as indicator bacterium was 

determined based on the method of well diffusion assay used by Turgis et al. (2016). LS and LC/PA bacteria 

were grown in MRS broth overnight. Then, supernatants were collected by centrifugation at 6000 g for 30 

min at 4 ℃ followed by neutralization to pH 6.5 using 10N NaOH solution. The neutralization of 

supernatant aimed at preventing the effect of organic acids produced by the LAB. The neutralized 

supernatant was then filtered through a 0.2µl filter to obtain CFS (Turgis et al., 2016). 

For indicator strain, 30 ml of BHI broth supplemented with 0.75% agar was inoculated with approximately 

106 CFU ml-1 of each strain of Listeria. The mixture was then poured into standard petri dishes and allowed 

to solidify for 30 min at room temperature. Wells of 6 mm diameter were cut from the gel and filled with 

80 µl of crude neutralized and filtered CFS. The incubation was performed at 37 ℃ for 24 h. Clear zones 

surrounding the wells indicate antimicrobial activity against the test organism. The halos were measured in 

millimeters, and the most sensitive indicator strain was chosen for subsequent experiments to quantify CFS 

antimicrobial activity (Millette et al., 2007). 

To verify whether the inhibition was caused by an antimicrobial peptide, the evaluation was performed in 

the presence of 1% trypsin prior to the addition in the well by incubating at 35 ℃ for 2 h in a laboratory 

water bath. A sample incubated at 35 ℃ for 2 h without protease was considered as control (Millette et al., 

2007). 

2.3.1. Effect of fermentation temperature on BLIS production 

To assess the effect of temperature on BLIS production, 100 ml of sterile MRS broth was inoculated with 

2% (v/v) inoculum (LS or LC/PA). Then the mixtures were incubated at 24, 28 and 37 ℃. Aliquots of 

culture were taken every 2h to quantify the antibacterial activity (AU/ml) of the CFS-LS or CFS-LC/PA 

using LM 2371 as an indicator strain. CFS was serially diluted with sterile deionized water; then 80µl of 

crude CFS and each dilution were filled into the wells. All plates were then incubated at 37 ℃ for 24 h and 

examined for formation of inhibition zones. The inhibition was scored positive if the width of the clear zone 

around the well was ≥ 0.5 mm. Antimicrobial activity was expressed as arbitrary units (AU) per ml. The 

AU was defined as the reciprocal of the highest dilution showing a clear zone of growth inhibition (Turgis 
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et al., 2016). The temperature at which the highest production of BLIS was achieved was selected for the 

following experiments. 

2.3.2. Effect of the initial pH of fermentation on BLIS production 

The MRS medium was prepared, and the pH was adjusted to the desired pH 5; 5.5; 6; 6.5; 7 and 8 with 

NaOH or HCl (10N) solutions. Following inoculation of the various sterile culture media with 2% (v/v) 

inoculum (LS or LC/PA), the cultures were incubated at 28 ℃ for LC/PA and 24 ℃ for LS during 12 h. 

Then, the supernatant of each bacterial culture was collected, and the antibacterial activity was evaluated as 

described in the previous experiment. The pH at which the highest amount of BLIS was produced was 

selected for the next experiments. 

2.3.3. Effect of carbon sources on BLIS production 

The MRS medium was supplemented with 2% (p/v) of different carbon sources: glucose, maltose, fructose, 

lactose, mannose, galactose, and sucrose. Culture media were then, adjusted to pH 5 and 6.5 respectively 

for LC/PA and LS bacteria using NaOH or HCl (10N). The sterile media were inoculated with 2% (v/v) 

inoculum (LS or LC/PA) and incubated at 24 ℃ and 28 ℃ for 12 h, respectively, for LS and LC/PA bacteria. 

The CFS-LS and CFS-LC/PA were collected, and the antibacterial activity was evaluated as in the previous 

experiment. Likewise, the carbon source which showed the maximum production of BLIS was selected for 

the following experiments. 

2.3.4. Effect of nitrogen sources on BLIS production 

In addition to the best carbon source, the MRS medium was also supplemented with 2% (p/v) of different 

nitrogen sources including yeast extract, meat extract, pea peptone, wheat peptone and tryptone. Then the 

various culture media were adjusted to pH 5 and 6.5 for LC/PA and LS bacteria respectively. The sterilized 

media were inoculated with 2% (v/v) of inoculum (LS or LC/PA) and incubated at 28 ℃ and 24 ℃ for 12 

h for the LC/PA and LS bacteria, respectively. Following incubation time, the supernatant of each bacterial 

culture was collected, and the antibacterial activity was evaluated as described previously. 

2.4. Sensitivity of the CFS-LC/PA to changes of pH and temperature 

The effect of pH on the antimicrobial activity was determined by adjusting the pH of CFS-LC/PA to values 

between 2 and 12 using 10N HCl or NaOH. The effect of temperature on the antimicrobial activity was 

determined by subjecting the CFS-LC/PA in a water bath at temperatures of 30 and 105 ℃ for 15, 30 and 

60 minutes. To assess the residual antimicrobial activity, L. monocytogenes 2371 was used as an indicator 

strain and 80 µl of CFS-LC/PA was placed into wells. All plates were then incubated at 37 ℃ for 24 h and 

examined for formation of inhibition zones. The halos were measured in millimeters, and the residual 
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activity was calculated in comparison with CFS-LC/PA, which corresponded to a 100% antimicrobial 

activity (Millette et al., 2007). 

2.5. Statistical analysis 

All experiments were conducted in triplicate and data were denoted as mean ± standard error. Statistical 

analysis was performed using PASW Statistics 19 software (IBM Corporation, Somers, NY, USA). Analysis 

of variance (ANOVA) and Duncan’s multiple-comparison tests were used to compare all results. 

Differences between means were considered significant when the confidence interval was smaller than 5 % 

(P ≤ 0.05). 

3. Results and Discussion 

3.1. Antimicrobial activity of CFSs 

The antimicrobial activity of CFS-LS and CFS-LC/PA before and after treatment with trypsin against 2 

strains of Listeria innocua and 6 strains of Listeria monocytogenes are presented in Table 1. The results 

show that un-treated CFSs with trypsin were effective against all tested strains. The strain of LM 2371 was 

the most sensitive one and was chosen for the subsequent experiments. Addition of trypsin led to a complete 

loss of the antimicrobial activity of CFSs, which indicates that BLIS, the substances of proteinaceous nature, 

present in CFSs were responsible for the antimicrobial activity against the selected strains (Rad et al., 2021; 

Yang et al., 2018). Studies have demonstrated the antimicrobial activity of bacteriocins obtained from LAB 

against bacteria such as Clostridium perfringens (Shanmugasundaram et al., 2020), Escherichia coli 

(Moradi et al., 2019b) and Listeria monocytogenes (Moradi et al., 2019a). The two CFSs produced in this 

study were active against all tested Listeria monocytogenes strains, which showed their potential application 

as food bio-preservatives since Listeria monocytogenes is considered as one of the most important 

foodborne pathogens (Funck et al., 2020). The antimicrobial mechanism of bacteriocins could be attributed 

to inhibition of cell wall synthesis by bacteria, degradation of DNA and RNA by the proteinaceous property 

of bacteriocins, and formation of pores in cell membrane, which lead to the loss of essential cell compounds 

such as ions and ATP, and eventually cell lysis (Haney et al., 2019; Abitayeva et al., 2021).  

Wang et al. (2019) reported that bacteriocins produced by Lactiplantibacillus plantarum LPL-1 formed 

pores in the membrane of Listeria monocytogenes, which occurred after acidifying the environment. Kim 

et al. (2020) found that antimicrobial activity of bacteriocins produced by Lactococcus taiwanensis against 

Salmonella gallinarum and Escherichia coli was due to bacterial membrane lysis. The antimicrobial 

activity, spectrum, mechanism, and target microorganism (Gram-negative or Gram-positive bacteria) are 

different among different bacteriocins, produced from various LAB (Darbandi et al., 2022; Tang et al., 

2022). 
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Table 1: Inhibitory activities against indicator strains of neutralized, cell-free supernatants from cultures of Lactobacillus 

curvatus/Pediococcus acidilactici and Lactobacillus sakei bacteria 

 

Indicator 

strains 

 

Inhibitiona 

Inhibitiona 

CFS without trypsin 

(35 ℃, 2h) 

Inhibitiona 

CFS with trypsin 

(35 ℃, 2h) 
CFS-LC/PA CFS-LS CFS-LC/PA CFS-LS CFS-LC/PA CFS-LS 

LIN 3285 ++ ++ ++ ++ - - 

LIN 51742 +++ ++ +++ ++ - - 

LM 1045 ++ ++ ++ ++ - - 

LM 2371 +++ ++ +++ ++ - - 

LM 2558 +++ ++ +++ ++ - - 

LM 2569 +++ ++ +++ ++ - - 

LM 2739 +++ ++ +++ ++ - - 

LM 2812 +++ ++ +++ ++ - - 

 

a = + + +, diameter of the inhibition zone ≥ 20 mm; + +, 10–19 mm; +, 7–9 mm; -, no inhibition. 

LIN = Listeria innocua  

LM = Listeria monocytogenes  

CFS-LC/PA = cell-free supernatant of Lactobacillus curvatus/Pediococcus acidilactici bacteria 

CFS-LS = cell-free supernatant of Lactobacillus sakei bacterium 

 

3.2. Effect of Temperature on production of BLIS 

Production of bacteriocins by LAB can be influenced by culture conditions during fermentation such as 

temperature (Tome et al., 2008; Abbasiliasi et al., 2017). The production of BLIS was measured by its 

antimicrobial activity against an indicator pathogen, Listeria monocytogenes 2371 at 24, 28, and 37 ℃ for 

14 h. Figure 1 shows the results of the impact of different temperatures on the BLIS produced by 

combination of LC/PA bacteria. The highest production of BLIS and consequently antimicrobial activity 

400 AU/ml was obtained at 37 and 28 ℃ after 8 and 10h of fermentation, respectively. Up to 14h of 

fermentation, there was no difference in antimicrobial activities at temperatures 28 and 37 ℃ (P > 0.05) and 

the value remained unchanged around 400 AU/ml. The lowest antimicrobial activity <100 AU/ml occurred 

for BLIS produced at 24 ℃. The temperature of 28 ℃ and fermentation time of 12 h were selected for the 

rest of the experiments.  

Effect of different temperatures on production of BLIS by LS bacterium is indicated in Figure 2. Results 

demonstrated that the highest level of BLIS production with an antimicrobial activity of 100 AU/ml was 

achieved at 24 ℃ after passing 12h of fermentation. This value obtained at this point was two fold of that 

obtained at 28 ℃ (50 AU/ml) as well as 3.6 folds of that obtained at 37℃ (27.78 AU/ml). No significant 
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difference (P > 0.05) in antimicrobial activity of BLIS produced at 24 and 28 ℃ from 4-8 hours was 

observed. However, after 10h of incubation there was a dramatic increase in antimicrobial activity at 24 ℃. 

Incubation at 28 ℃ for 14h showed a noticeable increase of antimicrobial activity. At the end of incubation, 

the lowest production of BLIS was found at 37 ℃. Thus, the temperature of 24 ℃ and a fermentation time 

of 12h were retained in the next experiments. Higher bacteriocin production at low temperatures was also 

reported for sakacin P due to a better utilization of essential metabolites for bacteriocin production (Moretro 

et al., 2000; Aasen et al., 2000). Malheiros et al. (2015) found that the highest antimicrobial activity of 

bacteriocins produced by L. sakei occurred after 12h of incubation at 25 °C, coinciding with the early 

stationary growth phase (Malheiros et al., 2015) like in this study. This phenomenon was also reported by 

other researchers (Castro et al., 2011; Leroy and De Vuyst, 1999).  

Temperature plays an important role on bacteriocin production (Abbasiliasi et al., 2017). An increase in 

temperature led to an increase in the BLIS antimicrobial activity of the LC/PA bacteria while a reverse 

interaction was observed for temperature and BLIS antimicrobial activity for the LS bacterium as, there was 

a reduction in the BLIS antimicrobial activity with increasing temperature. Growth temperature and 

bacteriocin production are frequently correlated, as it has been previously observed for nisin and pediocin 

where the optimum temperatures were 30 and 45 ℃ respectively (Turgis et al., 2016). Funck et al. (2020) 

investigated the influence of growth parameters on the BLIS production by Lactobacillus curvatus P99. The 

authors found that optimal temperature for the maximal bacteriocin production was 30.6 ℃. Other studies 

showed the impact of the temperature on bacteriocin production as observed for bacteriocin ST311LD 

(Todorov et al., 2005a), bacteriocin BD1 (Hye et al., 2011), nisin (Cheigh et al., 2002) and bacteriocin 

ST194BZ (Todorov et al., 2005b). Thus, depending on bacterial strain, the optimum incubation temperature 

for high yield bacteriocin production can vary significantly and must be evaluated on an individual basis. 

 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4568879/#B04
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Figure 1: Effect of temperature on the BLIS production by LC/PA bacteria 

 

 

Figure 2: Effect of temperature on the BLIS production by LS bacterium 

3.3. Effect of the initial pH of the culture media on BLIS production 

Different culture media were adjusted to pH 5, 5.5, 6, 6.5, 7, and 8. The LC/PA bacteria were cultured at 28 

℃ and the LS bacterium at 24 ℃ for 12h. Figure 3 shows the results of the antimicrobial activity of the 

different bacteria. pH changes in the media affected BLIS production significantly (p ≤ 0.05) and different 

behaviours were observed for both LC/PA and LS bacteria. The highest antimicrobial activity 422.22 AU/ml 

was found at pH 5 for BLIS produced by LC/PA bacteria (p ≤ 0.05). A decreasing trend for antimicrobial 

0

100

200

300

400

500

2 4 6 8 10 12 14

A
n

ti
m

ic
ro

b
ia

l 
a
ct

iv
it

y
 (

U
A

/m
l)

Time (h)

24 ℃
28 ℃
37 ℃

a a a a a a a a a
ab

b

b
b b b b b b b b

0

20

40

60

80

100

120

2 4 6 8 10 12 14

A
n

ti
m

ic
ro

b
ia

l 
a
ct

iv
it

y
 (

U
A

/m
l)

Time (h)

24 ℃
28 ℃
37 ℃

a

a

a

a

a a

a

a a

a a a a

b b b

b b

bc
c



40 

 

activity ranging from 422.22 to 94.44 AU/ml with increasing pH from 5 to 8 was observed for BLIS 

produced by LC/PA bacteria. It could be explained that the acidic pH enhances the production of 

bacteriocins; until the pH reaches an acidity that is unsuitable for bacterial growth. This phenomenon is in 

accordance with the results of other researchers, who reported that improvement in nisin and pediocin 

production was observed by decreasing pH of medium. This could be related to the post-translation 

processing for synthesis of bioactive bacteriocins, wherein production is higher at a lower pH (Guerra and 

Pastrana 2003; Cabo et al., 2001; Yang et al., 2018).  

The maximum antimicrobial activity of 127.78 AU/ml (p ≤ 0.05) was obtained with the BLIS produced by 

LS at pH 6.5 followed by 116.67 AU/ml at pH 6, while for other pH values the antimicrobial activity showed 

less than 100 UA/ml. It should be noted that there was no significant difference in antimicrobial activity 

between pH 6 and 6.5 for the BLIS produced by LS. Thus, pH 5 and 6.5 were retained in the next 

experiments for the LC/PA and LS bacteria, respectively. These results suggest that the initial pH of the 

culture media strongly influenced the quantity of bacteriocins and the optimal pH for bacteriocin production 

is significantly dependent on the characteristics of the strain of bacteria. Yang et al. (2018) also found that 

pH had impact on bacteriocin production by Lactobacillus curvatus, Enterococcus faecium, Lactobacillus 

paracasei, and Streptococcus thermophiles. They reported that the optimum pH for production of 

bacteriocins is correlated to the pH for growth of each bacterium. (Yang et al., 2018). The metabolic activity 

of LAB is greatly affected by the pH of culture media. pH is important for bacteriocin production since it 

affects the aggregation of the bacterial cell and the adsorption of bacteriocin to the surface of bacteria 

(Malheiros et al., 2015). Besides, the regulation of biosynthetic genes may be controlled by pH (Yang et 

al., 2018). It has been reported that at lower pH (acidic), less absorption of bacteriocin to its producer 

bacterium was observed and consequently, bacteriocin was more bioavailable to act as an antimicrobial 

compound (De Vuyst et al., 2007). Our observations for BLIS produced by LC/PA bacteria are in agreement 

with this hypothesis.  

Bacteriocins are produced within a specific pH range which varies with the producer LAB and can be quite 

different from the pH range at which the bacteriocin is stable and active (Abbasiliasi et al., 2016). The 

optimal pH for bacteriocin production is reported to be from pH 5.5 to 6.0. However, some studies 

demonstrated that bacteriocin production could be enhanced at low pH (5.0), as observed in this study for 

LC/PA bacteria (Turgis et al., 2016; Abbasiliasi et al., 2017). Malheiros et al. (2015) also found that the 

production of bacteriocin by Lactobacillus sakei 2a isolated from Brazilian pork sausage was also affected 

by pH of the culture medium. The authors found that higher bacteriocin activity was obtained at pH 6.28. 

Similar results were obtained for bacteriocins ST461BZ and ST462BZ (Todorov et al., 2005c), enterocin 

RS C5 (Leroy et al., 2003), plantaricin ST31 (Todorov et al., 2000), nisin and pediocin (Turgis et al., 
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2016), bacteriocin produced by Lactobacillus curvatus P99 (Funck et al., 2020) and bacteriocin produced 

by Lactobacillus sp. MSU3IR (Iyapparaj et al., 2013). 

 

 

Figure 3: Effect of pH on the BLIS production by LC/PA and LS bacteria 

 

3.4. Effect of carbon sources on production of BLIS  

The results of different carbon sources including glucose, maltose, fructose, lactose, mannose, galactose, 

and sucrose, as a variable in BLIS production by LC/PA and LS bacteria are shown in figure 4. Regarding 

LC/PA bacteria, the addition of 2% (p/v) mannose to the culture medium resulted in a significant increase 

of the antimicrobial activity from 422.22 AU/ml to 1155.56 AU/ml, which was 2.7 folds higher compared 

to the medium without supplement. Addition of other sugars such as maltose, glucose, and sucrose led to an 

increase in antimicrobial activity with values of 800, 755.56, and 577.78 AU/ml, respectively. However, no 

noticeable impact in antimicrobial activity was observed after adding fructose, lactose, and galactose as 

carbon sources to the fermentation media. Thus, mannose was selected for the following experiments. Our 

results are in accordance with the results reported by Todorov et al. (2005b). They found that 

Lactiplantibacillus plantarum was able to produce bacteriocin levels of 12,800 AU/ml in the presence of 10 

to 20 g/l of D-mannose and the antimicrobial activity level increased up to 25,600 AU/ml in the presence 

of 30 to 40 g/l of mannose, while other sugars such as fructose, saccharose, or lactose did not influence 

bacteriocin production. In addition, Turgis et al. (2016) found a higher concentration of nisin in MRS 

supplemented with 2% glucose or lactose and an increase in production of pediocin in tryptone-glucose-
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yeast extract supplemented with 2% fructose or galactose. It can be concluded that bacteriocin production 

is highly affected by type and level of the carbon sources. 

On the other hand, the addition of different carbon sources to the medium did not show a significant effect 

(P > 0.05) on the production of BLIS by LS bacterium. The antimicrobial activity of BLIS produced by LS 

bacterium was between 105.56 and 138.89 AU/ml after addition of different carbon sources. It has been 

reported that addition of different supplements in the growth medium have a positive impact on production 

of bacteriocins. However, in some cases over-loading of supplements has a reverse impact and can inhibit 

the growth and bacteriocin production by LAB (Abbasiliasi et al., 2016). 

 

 

Figure 4: Effect of carbon sources on the BLIS production by LC/PA and LS bacteria 

3.5. Effect of different nitrogen sources on BLIS production 

Nitrogen sources are considered an important ingredient for growth and production of bacteriocins by LAB. 

In this study various nitrogen sources such as yeast extract, meat extract, pea peptone, wheat peptone, and 

tryptone were added as supplement to MRS medium. Results are shown in Figure 5. A pronounced increase 

in the antimicrobial activity of BLIS in the media supplemented with yeast extract, wheat peptone and 

tryptone was observed for the LC/PA bacteria in comparison with the medium without addition of nitrogen 

source. An increasing antimicrobial activity to 2044.44 AU/ml obtained as a result of addition of yeast 

extract, which could be the most potent compound in inducing BLIS production. Antimicrobial activity of 

BLIS produced in MRS medium enriched with yeast extract showed an increase of 1.77 and 4.84 times 
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higher compared to those produced in medium supplemented with mannose and un-supplemented MRS 

medium, respectively. 

Regarding LS bacterium, results showed an increase in the antimicrobial activity of BLIS produced in media 

supplemented with pea peptone and wheat peptone to the level of 188.89 and 177.78 AU/ml, respectively. 

These increasing values were 1.48 and 1.39 times higher compared to un-supplemented MRS medium 

(127.78 AU/ml). Study conducted by Mataragas et al. (2004) showed that addition of nitrogen sources had 

a significant impact on bacteriocin production during the growth of Leuconostoc mesenteroides L124 and 

Lactobacillus curvatus L442 (Mataragas et al., 2004).  

In most cases the presence of a nitrogen source is crucial for bacteriocin production (Abbasiliasi et al., 

2017). Abo-Amer (2011) studied the effect of organic nitrogen sources on bacteriocin production by 

Lactobacillus acidophilus AA11 and found that optimal production was recorded in the presence of yeast 

extract (4%). Lactococcus lactis subsp. lactis A164 produced more nisin in M17L broth supplemented with 

1.0% yeast extract and this activity was at least 2-fold higher than those observed in presence of other 

nitrogen sources (Cheigh et al., 2002). Studies carried out by Aasen et al. (2000) showed that media 

supplemented by yeast extract was more effective than other sources of nitrogen such as tryptone for 

production of bacteriocins by Lactobacillus sakei (Aasen et al., 2000). Yeast extract is the water-soluble 

fraction of yeast cells made up primarily of amino acids, peptides, carbohydrates, and salts. The amino acids 

or peptides in yeast extract could act as inducer or precursor for bacteriocin synthesis by LAB (Abbasiliasi 

et al., 2017). Ramachandran et al. (2012) showed that among the various nitrogen sources investigated 

peptone was found to be the best inducer of bacteriocin production by Lactococcus lactis. Similar results 

were reported by Mataragas et al. (2004), who found that production of bacteriocin by Lactobacillus 

curvatus was increased in MRS enriched with 2% peptone. Hence, specific nutrients are required to produce 

bacteriocins and should be evaluated since it also depends on properties of LAB strains as observed in 

current study. It can be concluded that the type of nitrogen source plays an important role in the synthetizing 

process of bacteriocin by different LAB. 
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Figure 5: Effect of nitrogen sources on the BLIS production by LC/PA and LS bacteria 

3.6. Sensitivity of the CFS-LC/PA to changes of pH and temperature 

Bacteriocins have their antimicrobial activity even after changes in pH and temperature of food matrix or 

preserving condition due to their heat-stable characteristic (Yang et al., 2018). Based on the results of 

antimicrobial activity, CFS-LC/PA was selected to evaluate its sensitivity to changes in pH and temperature. 

Figures 6 and 7 show the residual antimicrobial activity of BLIS in relation to the variation in pH and 

temperature of the CFS of LC/PA bacteria. In terms of pH variation, the maximum antimicrobial activity 

was at pH 6.5. There was no significant difference in antimicrobial activity at different pH between 3 and 

9, which the residual activity was above 90%. This activity dropped to 84.34% and 82.20% at pH 2 and 10, 

respectively, while there was no antimicrobial activity above pH 10. 

Regarding the temperature variation at different times of 15, 30, and 60 minutes, it can be noted that the 

maximum antimicrobial activity was dependent on the time of exposure to a given temperature. Thus, 

maximum activity was observed after 15 minutes of incubation of the CFS at 55 ℃ or after 1 hour of 

exposure at 45 ℃. For the temperature range tested in this work, 15 min of exposure led to changes in the 

activity of the CFS between 80 and 100%; on the other hand, above 75 ℃, the exposure of the supernatant 

for 1 hour reduced its antimicrobial activity to below 70%. According to Ross et al. (1999), the potential 

application of a bacteriocin can be predicted by its properties, such as temperature and pH stability and 

broad action spectrum against microorganisms. Our results showed that the BLIS of LC/PA bacteria were 

heat-stable and had their antibacterial activity over a wide pH range; therefore, they are good candidates for 

food preservation. Similarly, bacteriocins produced by Lactobacillus curvatus (Funck et al., 2020), 
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Lactobacillus plantarum (Le et al., 2019), and Lactobacillus sakei, isolated from salpicao, a fermented meat 

product from North-West of Portugal, were heat-resistant and stable from pH 2.0 to 10.0 (Todorov et al., 

2013). 

 

 

Figure 6: Effect of pH variation on the antimicrobial activity of the CFS-LC/PA 

 

Figure 7: Effect of temperature variation and exposure time on the antimicrobial activity of the CFS-LC/PA 

4. Conclusions   

In this study we addressed the role of growth parameters on BLIS production by LC/PA and LS bacteria. 

The maximum BLIS activity was achieved at temperature of 28 ℃ and pH of 5 for LC/PA bacteria and, 

applying mannose as a source of carbon and yeast extract as a source of nitrogen in the culture medium of 

MRS broth improved the production of BLIS. BLIS of the LC/PA bacteria retained its activity over a wide 

range of pH and at high temperatures making it a good candidate to be used in food preservation. Further 
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study on the evaluation of its application in combination with other antibacterial agents such as essential 

oils in preservation of food products should be conducted. Results of this study demonstrated potential 

application of bacteriocinogenic LAB as starter culture in meat products and as a bio-preservative for 

improving the safety of food products. 
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Lien entre le chapitre 2 et le chapitre 3 

Le chapitre 2 intitulé « Influence of Growth Parameters on Bacteriocin Production by Lactic Acid 

Bacteria Present in Commercial Ferments Used for the Fermentation of Meat » avait pour objectif 

de développer une nouvelle source de bactériocines à partir de Lactobacillus sakei et de la 

combinaison Lactobacillus curvatus/Pediococcus acidilactici, des bactéries lactiques présentes 

dans des ferments utilisés pour la fermentation de la viande, et d’améliorer la production des 

bactériocines par ces bactéries en variant les conditions de fermentation. Les bactériocines 

obtenues à l’issue de cette phase ont été nécessaires pour le développement des formulations 

antimicrobiennes. Cet aspect a été abordé dans le chapitre 3 intitulé « Evaluation of Combined 

Effects of Biopreservatives on Sensory Quality and Shelf life of Meatballs ». Les bactériocines ont 

été combinées aux huiles essentielles afin d’obtenir des formulations à fort pouvoir antimicrobien. 

Les formulations antimicrobiennes développées ont été incorporées dans les boulettes de viande 

pour améliorer leur durée de conservation. 
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Résumé 

Le but de cette étude était de prolonger la durée de conservation des boulettes de viande en développant des 

formulations antimicrobiennes à base d'huiles essentielles (HE) et de bactériocines. La détermination de la 

concentration minimale inhibitrice (CMI) suivie de la méthode du damier a montré que l'extrait de citron, 

la formulation méditerranéenne et les HE de thym, Cinnamon tamala et Cinnamon zeylanicum ont des 

concentrations inhibitrices comprises entre 20 et 5000 ppm. La bactériocine du ferment FLC a montré une 

activité entre 10000 et 80000 ppm contre Leuconostoc mesenteroides, Carnobacterium divergens, 

Lactobacillus curvatus, Listeria inocua, Listeria monocytogenes et Pseudomonas aeruginosa, mais n'a eu 

aucun effet sur certaines bactéries Gram-négatives. La combinaison des antimicrobiens 

bactériocine/Cinnamon tamala/Cinnamon zeylanicum ou Cinnamon tamala/Cinnamon zeylanicum a eu un 

effet synergique ou additif sur toutes les bactéries. L'encapsulation d'antimicrobiens dans de la gélatine a 

permis de maintenir plus longtemps la teneur en antimicrobiens disponibles, de réduire les concentrations 

de TBARS et de réduire la détérioration de la couleur par rapport aux antimicrobiens libres. Cette nouvelle 

formulation a démontré une efficacité à prolonger le temps de conservation de la viande fraîche transformée 

de 2 jours en termes d'analyse microbienne par rapport au témoin et aux échantillons avec des antimicrobiens 

libres. 

 

 

Mots clés : Bio-conservateurs, Encapsulation, Durée de vie, Évaluation sensorielle, Produits carnés 
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Abstract  

The aim of this study was to extend the shelf life of meatballs through developing antimicrobial formulations 

based on essentials oils (Eos) and bacteriocin. Determination of minimum inhibitory concentration (MIC) 

followed by checkerboard method showed citrus extract, Cinnamon tamala, Cinnamon zeylanicum, 

Mediterranean formulation and thyme EOs have inhibitory concentrations between 20 and 5000 ppm. The 

bacteriocin of the FLC ferment showed activity between 10,000 and 80,000 ppm against Leuconostoc 

mesenteroides, Carnobacterium divergens, Lactobacillus curvatus, Listeria inocua, Listeria monocytogenes 

and Pseudomonas aeruginosa, but had no effect on some Gram-negative bacteria. The combination of the 

antimicrobials bacteriocin/cinnamon tamala/cinnamon zeylanicum or cinnamon tamala/cinnamon 

Zeylanicum had a synergistic or additive effect on all bacteria. Encapsulation of antimicrobials in gelatin 

kept the available antimicrobial content to a greater extent, lower TBARS concentrations, and reduced color 

deterioration compared to free antimicrobials. This new formulation demonstrated efficacy in extending the 

shelf life of fresh processed meat by 2 days in terms of microbial analysis compared to the control and 

samples with free antimicrobials. 

 

Keywords: Bio-preservatives, Encapsulation, Shelf life, Sensorial evaluation, Meat products 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



59 

 

1. Introduction 

Fresh meat is known as the most perishable food among all the important foodstuffs due to its chemical 

composition. Meat contains all the nutritive compounds in sufficient amounts required for microbial growth 

(Jay, 1992). Its pH corresponding to the optimal range for microbial growth (5.5–6.5), and its high-water 

activity (aW > 0.99) are both encouraging factors for microbial growth (Buncic et al., 2014). Spoilage and 

pathogenic bacteria are causes of serious concern for the food industry because of fast deterioration of some 

products and transmitted diseases. Spoilage microorganisms generate significant economic losses for 

producers as they decrease the shelf life of meat and meat products by forming off-odours, colour changes, 

and unpleasant tastes as well as textural defects (Sun et al., 2012). Lactobacillus, Leuconostoc 

Carnobacterium and Pseudomonas are among the most frequently encountered genera on vacuum or 

modified atmosphere packaged meat and play an important role in the spoilage of refrigerated raw meat 

(Holzapfel, 1998; Parente et al., 2001; Nychas et al., 2005). Microbial growth is the main factor in meat 

spoilage (Sun et al., 2012); besides, oxidation of lipids and pigments is another indicator of spoilage of the 

meats stored under refrigerated conditions (Barbosa-Pereira et al., 2014). 

The control of microbial growth on meat products should be considered on proactive measures coupled with 

technological interventions. Consumers are increasingly concerned about the effects of food intake on their 

health. These effects are related to allergies, behavioral changes, and carcinogenic effects, leading to the 

tendency to foods processed with little or even without synthetic additives (Balciunas et al., 2013). 

Biopreservation is an important approach to maintain the microbiological quality and safety of meat and 

meat products. This technique is used to extend food shelf life and reduce the risk of transmission of 

pathogenic microorganisms, permitting the reduction in the use of synthetic preservatives (Castellano et 

al., 2008). The use of natural antimicrobial components as preservative agents has increased due to the 

consumer demand for more natural food products. Not only pressure of the consumer health concerns, but 

also a trend towards natural food additives so called “clean-labeling” has driven food industry to exploring 

of natural antimicrobial compounds as an alternative to synthetic food additives. Among natural 

antimicrobial compounds, essential oils (EOs) and metabolites such as bacteriocins secreted by lactic acid 

bacteria are increasingly studied; they can be used alone or in combination to optimize their effects (Chen 

et al., 2004). 

Due to their high volatility, the addition of EO to foods may cause undesirable sensorial changes (Lis-

Balchin, et al., 1998); further, higher concentrations of EOs are required for use in foods than in 

experimental media to achieve the same inhibitory effect due to the interaction of EOs with food compounds, 

such as meat fat (Burt, 2004). In addition, Rose et al. (1999) reported that direct application of bacteriocins 

may also be inactivated by proteolytic enzyme of meat components such as Glutathione (GSH, glutathione 
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S-transferase), which results in a loss of antibacterial activity. Therefore, an alternative method 

encapsulating these compounds using coating materials before their introduction into food improves their 

activity and their stability in complex food systems. Many researchers have reported the potential of 

microencapsulation of antimicrobial compounds to control foodborne pathogens such as L. monocytogenes 

(Ibarguren et al., 2015; Narsaiah et al., 2015). 

The choice of biopolymers is an important step for the success of the microencapsulation processes. Gelatin 

is a transparent, tasteless and odorless protein obtained by prolonged boiling of connective tissue or animal 

bones. Its potential as an edible coating comes from its natural presence in meat and its film-forming ability. 

Villegas et al. (1999) have shown that gelatin coatings on meat in oxygen permeable or vacuum packaging 

reduce moisture loss and control lipid oxidation. 

The aim of this study was to evaluate the potential of the microencapsulation based on gelatin to protect the 

antimicrobial activity of natural antimicrobial compounds during storage of fresh processed meat to extend 

its shelf life. 

2. Materials and Methods 

2.1. Materials  

Selected antimicrobial compounds used in this study are bacteriocin of the FLC ferment, produced in our 

lab from the FLC ferment marketed; Citrus extract, Mediterranean formulation, thyme, Cinnamon tamala 

and Cinnamon zeylanicum essentials oils (EOs) were purchased from BSA (Montréal, Québec, Canada). 

2.2. Microorganisms and growing conditions 

Leuconostoc mesenteroides subsp mesenteroides, Lactobacillus sakei 15521, Lactobacillus curvatus V32, 

Carnobacterium divergens 35677, Pseudomonas aeruginosa 15442, Brochothrix thermosphacta 11509, 

Listeria monocytogenes (LM 1045), Listeria innocua (LIN 51742), Escherichia coli (E. coli O157:H7 380-

94, E. coli O157:H7 RM1239, E. coli O157:H7 RM1931, E. coli O157:H7 RM1933, E. coli O157:H7 

RM1934), and Salmonella (S.Typhimurium 1344, S.enterica 6962) were stored at -80 ℃ in the Brain-Heath 

Infusion medium (BHI; Difco) or Man Rosa and Sharpe (MRS) containing glycerol (20% v/v) and their 

sub-culturing was carried out at 30 or 37 ℃. Before each experiment, each strain was subjected to 2 

subcultures of 24 hours. 

2.3. Minimum inhibitory concentration (MIC) of the antimicrobial compounds on the 

spoilage and pathogenic flora  

The microdilution test as described by Hossain et al. (2016) was performed in sterile 96-well flat-bottom 

microplates. The first step was introducing 100 µL of appropriate culture medium into all the wells. 100 µL 

of the antimicrobial solution were added to the first column. Then, 100 μL were taken from the first column 
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and added to the next column and so on, making it possible to carry out the cascade dilution of the solution 

containing the antimicrobial. Once the dilutions were carried out, 100 μL of the target strain at a 

concentration of 105 CFU/mL were added to the wells. One well row served as a negative control (did not 

contain bacteria replaced by peptone water) and the last column served as a positive control (does not contain 

antimicrobial solution). Each experiment was carried out in triplicate. The microplates were then incubated 

at an appropriate temperature under agitation for 18 to 24 hours, then the absorbance was read at 595 nm. 

The MIC is defined as the lowest concentration at which the turbidity is identical to the negative control. 

The culture supernatant containing the bacteriocin was lyophilized and the protein content in the powder 

obtained was determined by the Kjeldahl method. 

2.4. Determination of the synergistic effects between essential oils and bacteriocins by the 

checkerboard method 

The checkerboard method was performed (Turgis et al., 2012) to obtain the Fractional Inhibitory 

Concentration Index (FIC) for the combination of antimicrobials against the target bacteria. The method 

allows that different concentrations of each antimicrobial agent to be deposited in each well of the 

microplate in two axes (x and y) of a 6 × 6 array, so that each well of the microplate represents a different 

combination of two antimicrobial agents. The first antimicrobial (A) follows binary dilutions in a suitable 

medium along the x-axis, while the second antimicrobial (B) is always binary diluted along the y-axis. The 

final volume in each well was 100 µl comprising 50 µl of each dilution of antimicrobial. Subsequently, 100 

μL of medium containing 5 log CFU/mL of the bacterial strain to be studied were added to all the wells. 

The plates were then incubated at the appropriate temperature for 18-24 hr and the optical density was read 

at 595 nm. All the tests were carried out in triplicate. 

The FIC indices were calculated as follows: 

FIC = FICA + FICB 

FICA = MICA (combined) / MICA (alone) 

FICB = MICB (combined) / MICB (alone) 

The results were interpreted as follows:  

synergistic effect if FIC <0.5; additive effect if 0.5 ≤ FI C ≤ 1; non-interactive effect if 1 <FIC ≤ 4 or 

antagonistic effect if FIC> 4. 
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2.5. Preparation of the nanoemulsion 

Two selected antimicrobial formulations were applied for nanoemulsion preparation by mixing the 

antimicrobial formulations at different concentrations in the presence of Tween 80 (same amount as the 

essential oils). The concentrations of the first formulation containing Cinnanom tamala and Cinnamon 

zeylanicum in the same ratio (1:1) were 0.05, 0.1 and 0.2% v/v, and the concentrations of the second 

formulation containing essentials oils and bacteriocin were: 0.39% (v/v) (i.e. 0.025% Cinnamon tamala; 

0.025% Cinnamon zeylanicum and 0.34% bacteriocin of the FLC ferment), 0.77% (v/v) (i.e. 0.05% 

Cinnamon tamala; 0.05% Cinnamon zeylanicum and 0.67% bacteriocin from the FLC ferment) and 1.54% 

(v/v) (i.e. 0.1% of Cinnamon tamala; 0.1% of Cinnamon zeylanicum and 1.34% of bacteriocin of the FLC 

ferment). The mixture was homogenized using an Ultra-Turrax T25 high shear homogenizer (IKA Works 

Inc., Wilmington, NC, USA) at 15,000 rpm for 1 minute to obtain the coarse emulsion. This emulsion was 

then treated by sonication for 10 min at 70% amplitude with a Qsonica Q500 sonicator (Fisher Scientific, 

Ottawa, ON, Canada) to obtain the nanoemulsion (Ben-Fadhel et al., 2021). 

2.6. Encapsulation of the nanoemulsion 

A gelatin solution (4%, w/v) was prepared by dissolving 4 g of gelatin in 100 mL of distilled water for 30 

minutes, followed by heating at 45 ℃ for 30 minutes under continuous stirring. Then, the gelatin solution 

was mixed with the nanoemulsion at a 1:1 (v/v) ratio and homogenized at room temperature for 4 min at 

13,000 rpm using an Ultra-Turrax homogenizer (Seyed et al., 2016). 

2.7. Deep well model in BHI agar to assess depletion of antimicrobial activity 

The deep well model in BHI agar was followed according to Huq et al. (2015). To prepare the deep well 

template in BHI agar for antimicrobial depletion assay, a solution containing BHI solids (3.7%) and agar 

(1.0%) was autoclaved for 20 min at 121 ℃. The hot solution (225 mL) was poured into a 600 mL beaker 

at a height of 40 mm. After gel solidification, four wells (from the gel surface to the bottom) were made in 

each beaker using a 7.0 mm pipette tip. Subsequently, 1.0 mL of each preparation (free or encapsulated) 

was added to each well. Immediately after loading, day 0, and after 1, 3, 5, 7, 11, 18 and 25 days of storage 

at 4 ℃, a 100 µL aliquot of each formulation preparation was transferred from the well to a plate of bioassay 

to determine antimicrobial availability. 

2.8. Antimicrobial bioassay against Carnobacterium divergens 

The activity of microencapsulated and free antimicrobials, either freshly prepared or stored according to the 

deep well model in BHI agar was determined as described by Huq et al. (2015). BHI soft agar (1.0% agar 

instead of 1.5%) was prepared and autoclaved. After cooling, the solutions were inoculated with 1.0% (v/v) 

of BHI broth containing Carnobacterium divergens (106 CFU/mL) known as the most important lactic acid 
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bacterium in the putrefaction of meat. The inoculated broth (25mL) was poured into Petri dishes and allowed 

to solidify. Then, 7.0 mm diameter wells were made and 100 μL of the antimicrobial’s preparation were 

added to each well of agar. The dishes were incubated for 24 h at a temperature of 30 ℃, and the zone of 

inhibition was measured to determine activity against Carnobacterium divergens. By plotting the zone of 

inhibition against different concentrations of the antimicrobials, the available content of antimicrobials (% 

v/v) was calculated during the storage. 

2.9. In situ test on meatballs 

2.9.1. Meat processing 

Three independent batches of meat were supplemented with spice. The spicy meat was randomly separated 

into five groups. The first group served as the control (C) was mixed with 3% (v/w) sterile distilled water; 

the other 4 groups served as test samples were treated with 3% (v/w) of antimicrobial formulations in free 

(NE) and encapsulated (E) forms at concentrations of 0.2% v/v and 1.54% v/v respectively for the 

formulation 1 containing EOs (Cinnamon tamala + Cinnamon zeylanicum) and the formulation 2 containing 

EOs + bacteriocin. These antimicrobial concentrations were selected based on data of the previous 

experiment. The spice was irradiated at 5 kGy before adding in the meat. The meat was properly mixed with 

one of the antimicrobial formulations for 5 to 10 min with a sterile instrument then packaged and stored at 

4 ℃. Microbiological analysis of the meat samples was performed at given time intervals to reach 6 log 

CFU/g (acceptance limit). 

2.9.2. Microbial analysis 

This analysis was carried out according to the method described by Ouattara et al. (2002). Briefly, each 

ground veal sample was aseptically weighed (approximately 10 ± 0.2 g) and homogenized for 2 min at 260 

rpm in 90 mL of sterile peptone water (0.1%; Difco Laboratories, Detroit, Michigan) with a stomacher 400 

laboratory mixer (Seward Medical, London, UK). From the resulting homogenate, serial dilutions were 

prepared, and the appropriate dilutions were plated out on sterile petri dishes containing the appropriate 

agar. Lactic acid bacteria, Brochothrix thermosphacta and Pseudomonas spp. were counted respectively on 

MRS, streptomycin thallous acetate actidione agar and cetrimide agar media with incubation at 25 ℃ for 

48 h, and the total viable count was counted on TSA agar with incubation at 37 ℃ for 48 h. 

2.9.3. Lipid oxidation analysis 

The thiobarbituric acid reactive substances (TBARS) assay as described by Ouattara et al. (2002) was used 

to determine the amount of lipid oxidation in the meat samples. TBARS values were expressed as µg MA/g 

meat. Analyses were carried out on day 0 and at the end of the storage period based on total viable count. 

The end of the storage period was based on the limit of microbiological acceptability (6 log CFU/g). 
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2.9.4. Color measurement 

A color reader CR-10 Plus (Konica Minolta, Inc, Japan) with 8 mm diameter measuring aperture, illuminant 

D65, 10° Standard Observer was used to measure the CIE color attributes of meatballs on day 0 and at the 

end of the storage period based on total viable count. The measuring aperture was covered with a glass plate, 

and the instrument was calibrated against a white plate. The colour attributes were expressed as L* 

(lightness), a* (redness/greenness variation), and b* (yellowness/blueness variation). The total colour 

change values (ΔE) were calculated with the formula as follows: 

                            ΔE = [(L0* – L*)2 + (a0* - a*)2 + (b0* - b*)2]1/2 

where L0*, a0* and b0* denote values at day 0 of storage and L*, a* and b* denote values at the end of the 

storage period (Pattarasiriroj et al., 2020).  

2.9.5. Sensory analysis 

Twenty trained panelists evaluated the smell and taste of the meat samples following the standard sensory 

evaluation protocol (Ghabraie et al., 2016). The antimicrobial concentrations selected were 0.2% v/v for 

the EOs formulation (i.e. 0.1% Cinnamon tamala and 0.1% Cinnamon zeylanicum) and 1.54% v/v for the 

EOs + bacteriocin formulation (i.e. 0.1% Cinnamon tamala and 0.1% Cinnamon zeylanicum and 1.34% 

bacteriocin). Antimicrobials were used as encapsulated form. The prepared nanoemulsions were applied 

(3% v/w) to ground and spiced veal. The meat was cooked for 15 min at 205 ℃ and upon the temperature 

inside reached 80 ℃, heating kept constant for 30 seconds. All treated samples were coded by random 

numbers and served to the panelists. The evaluation was carried out on a 9-point hedonic scale from 1 (I 

don't really like) to 9 (I like extremely). Sensorial tests were performed in a single session and panellists 

were provided with all treated samples at the same time. 

2.10. Statistic analysis 

Statistical analysis was performed using PASW Statistics 19 software (IBM Corporation, Somers, NY, 

USA). All experiments were run in three independent batches for microbial and biochemical analysis and 

the data were subjected to analysis of variance (ANOVA) using a general linear model by considering 

treatment and days of storage as fixed effects and replicates as random factors. For the sensory analysis, 

treatments were considered as a fixed effect and panelist as random variable. Regarding sensorial test, it 

was done in a single session with 20 panelists. The difference of means was carried out using Duncan’s 

Multiple Range test. Differences between means were considered significant when the confidence interval 

was smaller than 5 % (P ≤ 0.05). 
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3. Results 

3.1. Minimum inhibitory concentration of antimicrobials on bacterial strains 

Table 1 provides information on the MIC results. FLC ferment bacteriocin and essential oil solutions at an 

initial concentration of 80,000 ppm and 10,000 ppm respectively were tested on a set of bacterial strains. 

The essential oils Cinnamon tamala, Cinnamon zeylanicum and Mediterranean formulation showed MIC 

values of between 625 and 5000 ppm for all the strains tested; this was also the case with thyme, but this 

antimicrobial did not show any growth inhibition against Pseudomonas aeruginosa. The Citrus extract was 

active against all bacterial strains with MICs between 20 and 313 ppm, but there was an inhibition of growth 

of Pseudomonas aeruginosa at 1250 ppm. The bacteriocins of the FLC ferment have shown activity against 

certain strains including Leuconostoc mesenteroides, Carnobacterium divergens, Lactobacillus curvatus, 

Listeria inocua, Listeria monocytogenes and Pseudomonas aeruginosa, with MICs between 10,000 and 

80,000 ppm. Strains of E. coli, Salmonella and Lactobacillus sakei were not inhibited by these bacteriocins. 
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LB: Lactobacillus 

LIN: Listeria innocua 

LM: Listeria monocytogenes 

 

 

 

 

Antimicrobials (ppm) 

Bacterial strains 

E.coli 

380 

E.coli 

1239 

E.coli 

1931 

E.coli 

1933 

E.coli 

1934 

Salmonella 

1344 

Salmonella 

6962 

LM 

1045 

L.IN 

51742 

P. 

aerugina 

LB 

sakei 

LB 

curvatus 

L. 

mesenteroides 

C. 

divergens 

Thyme 625 1250 625 313 1250 1250 625 1250 1250   > 

10000 

2500 1250 2500 1250 

Mediterranean 

formulation 

1250 1250 1250 625 2500 1250 1250 1250 2500 5000 1250 1250 2500 1250 

Cinnamon tamala 625 625 625 625 625 625 1250 625 1250 2500 2500 625 2500 1250 

Cinnamon zeylanicum 1250 625 625 1250 1250 1250 1250 1250 2500 2500 2500 625 2500 2500 

Citrus extract. 156 156 156 78 156 156 313 78 156 1250 78 78 39 20 

Bactériocin of ferment 

FLC 

  > 

80000 

  > 

80000 

  > 

80000 

  > 

80000 

  > 

80000 

  > 

80000 

  > 

80000 

80000 40000 80000   > 

80000 

40000 10000 40000 

Table 1: Minimum inhibitory concentration of selected antimicrobials on different bacterial strains 
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3.2. Fractional inhibitory concentration index of combined antimicrobials 

The combination of the antimicrobials made it possible to calculate the FIC index and to infer the resulting 

interaction between the compounds; the results are presented in Table 2. The combination of 

thyme/Mediterranean formulation/citrus extract and the combination of Cinnamon tamala/Cinnamon 

zeylanicum showed synergy or additive effects against all the bacteria strains. These two combinations were 

combined to FLC ferment bacteriocin to check synergy effects. The combination of the FLC ferment 

bacteriocin with the EOs Cinnamon tamala and Cinnamon zeylanicum exhibits synergistic activity against 

lactic acid bacteria (Lactobacillus curvatus, and Carnobacterium divergens), Brochothrix thermosphacta 

and all strains of E. coli and Salmonella tested in this work. Furthermore, an additive effect is observed for 

this same combination on other strains of lactic acid bacteria of Lactobacillus sakei, Leuconostoc 

mesenteroides, and on the strains of Pseudomonas aeruginosa, L. monocytogenes 1045 and L. innocua 

51742. 

The combination of the bacteriocins of the FLC ferment with the citrus extract and the essential oils of 

thyme and mediteranean formulation led a synergistic antimicrobial activity against the strains of L. 

monocytogenes 1045, L. innocua 51742, Brochothrix thermosphacta and all lactic acid bacteria used in this 

work. An additive effect of the antimicrobials is still noted on the strains of Pseudomonas aeruginosa, E.coli 

O157: H7 RM1933 and E.coli O157: H7 RM1934; however, there is no interaction between these 

antimicrobials on strains of E.coli O157: H7 380-94, E.coli O157: H7 RM1239, E.coli O157: H7 RM1931, 

S. Typhimurium 1344 and S. enterica 6962. 
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Table 2: Fractional inhibitory concentration index (FIC) of combined antimicrobial compounds against target bacteria 

 

Bacteria Formula 

T + Mf + Ce Ct + Cz T + Mf + Ce + 

Ba 

Ct + Cz + Ba 

FIC Effect FIC Effect FIC Effect FIC Effect 

Leuconostoc 

mesenteroides 

0.23 S 0.33 S 0.14 

 

S 

 

0.56 

 

A 

Lactobacillus 

sakei 

0.28 S 0.29 S 0.14 

 

S 

 

0.91 

 

A 

Lactobacillus 

curvatus 

0.32 S 0.10 S 0.27 

 

S 

 

0.27 

 

S 

Carnobacterium 

divergens 

0.53 A 0.19 S 0.14 

 

S 

 

0.27 

 

S 

Pseudomonas 

aeruginosa 

0.54 A 0.50 A 0.75 

 

A 

 

0.50 

 

A 

Brochothrix 

thermosphacta 

0.53 A 0.19 S 0.14 

 

S 

 

0.27 

 

S 

Listeria 

monocytogenes 

1045 

 

0.75 

 

A 

 

0.75 

 

A 

 

0.08 

 

 

S 

 

 

0.52 

 

 

A 

Listeria innocua 

51742 

1 A 0.625 A 0.08 S 

 

0.52 A 

E.coli O157:H7 

380-94 

1 A 0.75 A 1.02 

 

NI 

 

0.27 

 

S 

E.coli O157:H7 

RM1239 

1 A 0.625 A 1.02 

 

NI 

 

0.27 

 

S 

E.coli O157:H7 

RM1931 

1 A 0.625 A 1.05 

 

NI 

 

0.27 

 

S 

E.coli O157:H7 

RM1933 

0.75 A 0.75 A 0.86 

 

A 

 

0.27 

 

S 

E.coli O157:H7 

RM1934 

0.75 A 0.75 A 0.68 

 

A 

 

0.27 

 

S 

Salmonella 

Typhimurium 

1344 

 

1 

 

A 

 

 

0.625 

 

A 

 

1.02 

 

 

NI 

 

 

0.27 

 

 

S 

Salmonella 

enterica 

1 A 0.625 A 1.02 

 

NI 0.27 

 

S 

 

T= thyme; Mf=Mediterranean formulation; Ce=citrus extract; Ct= Cinnamon tamala, Cz= Cinnamon Zeylanicum; Ba= Bacteriocin  

 

3.3. Availability of encapsulated or non-encapsulated antimicrobials during storage: in 

vitro test 

The availability of free and encapsulated antimicrobials was assessed (in vitro) by assessment of growth 

inhibition of Carnobacterium divergens using the deep well model in BHI agar during storage at 4 ℃. A 
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polynomial "standard curve" second order for free and encapsulated antimicrobials was used to correlate 

the inhibition zone with the amount of antimicrobials available. Fig. 1A and 1B show the results of the 

content of Cinnamon tamala/Cinnamon zeylanicum available for the free (A) and encapsulated (B) 

formulation during storage at 4 ℃. After 1 day of storage, the concentration of the essential oils in the free 

form was 0.02, 0.07 and 0.16% whereas the values in the encapsulated form were 0.04, 0.09 and 0.19% 

respectively for the initial EOs concentrations of 0.05 %, 0.1% and 0.2% (v/v). After 7 days of storage, the 

free and encapsulated formulation of essential oils with the initial concentration of 0.05% has completely 

lost its antimicrobial activity while that of formulations 0.1 and 0.2% continue to decrease and show a 

residual amount of 0.01 and 0.08% respectively for the free EOs and 0.03 and 0.11% for the encapsulated 

forms, respectively. After 18 days of storage, the 0.1% free formulation exhibited no activity (absence of a 

clear zone of growth inhibition around the well) whereas the encapsulated form of 0.1% showed an activity 

corresponding to 0.006% of EOs that gradually disappeared around 25 days of storage. After 25 days of 

storage, the free and encapsulated form of 0.2% still showed an activity but free formulation exhibited an 

activity of 0.02% of EOs while that was 0.04% of EOs for encapsulated form (Fig. 1A and 1B).  

Fig. 1C and 1D show the results of the available Cinnamon tamala/Cinnamon zeylanicum/bacteriocin for 

the free (C) and encapsulated (D) formulations during storage at 4 ℃. After 1 day of storage, the 

antimicrobials in free form showed an available antimicrobial content of 0.17, 0.53 and 1.21%, whereas the 

encapsulated form showed the values of 0.34, 0.67 and 1.47% for initial antimicrobial concentrations of 

0.39%, 0.77% and 1.54% (v/v) respectively. After 7 days of storage, there was no longer any antimicrobial 

activity for the free formulation of antimicrobials at a concentration of 0.39% while the encapsulated form 

showed an activity which corresponded to an antimicrobial content of 0.07%; this activity disappeared after 

18 days of storage. The formulations with an initial antimicrobial content of 0.77 and 1.54% continued to 

decrease and showed an antimicrobial content of 0.1 and 0.53% respectively for free formulation and the 

values of 0.4 and 1.01% respectively for encapsulated form after 7 days of storage. The free antimicrobial 

formulation with an initial concentration of 0.77% showed no clear zone of growth inhibition after 18 days 

of storage at 4 ℃; while the encapsulated form showed antimicrobial activity corresponding to an 

antimicrobial content of 0.05% and this activity disappeared after 25 days of storage. The formulations 

having an initial antimicrobial concentration of 1.54% still showed an antimicrobial activity after 25 days 

of storage with the values of 0.1 and 0.32% of antimicrobials compounds respectively for free and 

encapsulated formulation (Fig. 1C and 1D). 
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Figure 1: Available antimicrobial concentration of free Cinnamon tamala/Cinnamon zeylanicum (A), encapsulated Cinnamon tamala/Cinnamon zeylanicum (B), free Cinnamon 

tamala/Cinnamon zeylanicum/FLC ferment bacteriocin (C), and encapsulated Cinnamon tamala/Cinnamon zeylanicum/FLC ferment bacteriocin (D) against Carnobacterium divergens during 

storage at 4 ℃ in BHI agar. 
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3.4. Microbial analysis 

3.4.1. Brochothrix Thermosphacta 

The results of microbiological analysis of Brochothrix Thermosphacta in meatballs during storage at 4 °C 

are shown in Fig. 2A. The results showed that on day 0 the load of Brochothrix Thermosphacta was 2.75, 

2.68, 2.67, 2.67, and 2.52 log CFU/g respectively, for control (C); 0.2% non encapsulated (NE); 1.54% NE; 

0.2% encapsulated (E) and 1.54% E. After 4 days of storage, the samples of C, 0.2% NE, 1.54% NE, 0.2% 

E, and 1.54% E exhibited the loads around 5.02, 5.03, 4.96, 4.74, and 4.3 log CFU/g, respectively. This 

microbial population changes gradually for all the samples tested, as the samples C and 0.2% NE reached 

the limit of acceptability with loads of around 6.15 and 6.12 log CFU/g respectively after 7 days of storage; 

while the samples of 1.54% NE, 0.2% E, and 1.54% E showed a respective charge of 5.94, 5.88 and 5.79 

log CFU/g. The samples of 1.54% NE, 0.2% E, and 1.54% E reached the acceptability limit after 9 days of 

storage and showed the count of around 6.33, 6.25 and 6.16 log CFU/g respectively. 

3.4.2. Lactic acid bacteria 

The results of the microbiological analysis of lactic acid bacteria in meatballs during storage at 4 °C are 

shown in Fig. 2B. It appears that after 2 days of storage at 4 °C, samples C, 0.2% NE, 1.54% NE, 0.2% E, 

and 1.54% E showed a lactic acid bacteria count of 3.45, 3.34, 2.85, 2.9, and 2.34 log CFU/g, respectively. 

After 4 days of storage, the results showed a lactic acid bacteria population of 4.17, 4.45, 4.27, 3.57, and 

3.46 log CFU/g respectively for samples C, 0.2% NE, 1.54% NE, 0.2% E, and 1.54% E. The microbial 

growth reached 6.22, 6.24 and 6.03 log CFU/g on day 9 of storage for samples C, 0.2% NE, and 1.54% NE; 

while the samples 0.2% E and 1.54% E showed loads of 5.94 and 5.76 log CFU/g respectively. The 

acceptability threshold emerged for the 0.2% E and 1.54% E samples after 11 days of storage with counts 

of 6.28 and 6.05 log CFU/g, respectively. 

3.4.3. Pseudomonas spp. 

Fig. 2C shows the results of population growth of Pseudomonas spp. in meatballs during storage at 4 °C. 

The results showed that on day 2 of storage, samples C, 0.2% NE, 1.54% NE, 0.2% E, and 1.54% E exhibited 

counts of 2.69, 2.59, 1.35, 1.43, and 1.67 log CFU/g, respectively. After 7 days of storage, this bacterial 

population increased to 5.06, 4.77, 4.38, 4.33, and 4.27 log CFU/g, respectively for samples C, 0.2% NE, 

1.54% NE, 0.2% E, and 1.54% E. After 11 days of storage, the microbial load reached 6.32 log CFU/g for 

samples C and 0.2% NE, while the samples 1.54% NE, 0.2% E, and 1.54% E exhibited counts of 5.95, 5.84, 

and 5.45 log CFU/g, respectively. The samples 1.54% NE, 0.2% E, and 1.54% E reached the limit of 

acceptability on day 13 of storage and showed a respective microbial count of 6.3; 6.19 and 6.01 log CFU/g. 



 

72 

 

3.4.4. Total viable count 

The results of the microbiological analysis of the total viable count in the meatballs during storage at 4 °C 

are shown in Fig. 2D. The results indicated that after 2 days of storage, samples C, 0.2% NE, 1.54% NE, 

0.2% E, and 1.54% E showed microbial loads of 3, 2.93, 2.27, 1.9, and 2.05 log CFU/g, respectively. After 

7 days of storage, the total count population showed the count of 4.9, 4.79, 4.63, 4.06, and 3.62 log CFU/g 

respectively for samples C, 0.2% NE, 1.54% NE, 0.2% E, and 1.54% E. Gradual population evolution after 

11 days of storage, raised microbial population up to 6.33; 6.27; and 6.01 log CFU/g for the samples C, 

0.2% NE and 1.54% NE, while the samples 0.2% E and 1.54% E showed respective counts of 5.58 and 5.39 

log CFU/g. The acceptability threshold for the 0.2% E and 1.54% E samples was achieved after 13 days of 

storage with counts of 6.22 and 6.01 log CFU/g respectively. 
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Figure 2: Effects of antimicrobial formulations on Brochothrix thermosphacta (A), lactic acid bacteria (B), Pseudomonas spp. (C) and total viable count (D) during storage at 4℃ of meatballs. 
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3.5. Lipid oxidation 

The results of TBARS are presented Table 3. Results showed that at 0 day of storage, there was no 

difference (P > 0.05) among samples and TBARS concentrations values were 0.38, 0.31, 0.32, 0.32, and 

0.29 µg MA/g meat respectively for the control, 0.2% NE, 1.54% NE, 0.2% E, and 1.54% E samples. These 

values increased during the storage and at day 12 (end of the storage for the control and samples treated 

with 0.2% NE), TBARS concentrations were 0.62, 0.59, 0.48, 0.44, and 0.39 µg MA/g meat for the control, 

0.2% NE, 1.54% NE, 0.2% E, and 1.54% E samples respectively.  

3.6. Color  

Color parameters and total color change of the meat during storage time are shown in Table 3. At 0 day, 

the L* values were 45.6, 45.7, 49.8, 45.23, and 47.23 respectively for the C, 0.2% NE, 1.54% NE, 0.2% E, 

and 1.54% E samples. These values remained stable at the end of the storage period for the samples 0.2% 

NE, 1.54% NE, 0.2% E, and 1.54% E, and increased to 50.73 for the sample C. However, there was not 

significant difference (P > 0.05) between all samples for L* parameter at the end of storage. a* values were 

11.37, 10.03, 9, 7.2, and 11.4 at the beginning of the storage for the samples C, 0.2% NE, 1.54% NE, 0.2% 

E, and 1.54% E respectively. Except sample 0.2% E, a* values decreased significantly (P ≤ 0.05) over time 

for all samples and reached values of 5.77, 3.03, 3.43, and 7.47 respectively for the samples C, 0.2% NE, 

1.54% NE, and 1.54% E at the end of the storage. At day 0, b* values were 28.97, 29.17, 25.7, 23.43, and 

30.1 respectively for the samples C, 0.2% NE, 1.54% NE, 0.2% E, and 1.54% E. Like a* parameter, these 

values decreased during storage for samples C, 0.2% NE, 1.54% NE, and 1.54% E and showed the values 

of 24.6, 21.97, 22.2, and 26.37, respectively at the end of the storage. However, b* value for the sample 

0.2% E increased from 23.43 to 25.53 at the end of the storage. The total color change values were 9.01, 

10.88, 9.53, 4.12, and 7.57 for the samples C, 0.2% NE, 1.54% NE, 0.2% E, and 1.54% E respectively. 

There was not significant difference (P > 0.05) in total color change among C, 0.2% NE, and 1.54% NE 

samples and between samples 0.2% E and 1.54% E. 
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Table 3: Effects of antimicrobial formulations on TBARS concentrations and color parameters of meatballs during storage 

 

 

Samples  

TBARS (µg MA/g 

meat)a,b 

Colora,b 

L* a* b* ∆E 

D0 D12 D0 D12 D0 D12 D0 D12 

Control 0.38 ± 

0.05 a 

(A) 

0.62 ± 

0.03 c 

(B) 

45.6 ± 

0.57 a 

(A) 

50.73 ± 

1.73 a 

(A) 

11.37 ± 

0.32 a 

(A) 

5.77 ± 

1.21 a,b 

(B) 

28.97 ± 

0.27 a,b 

(A) 

24.6 ± 

2.15 a 

(A) 

9.01 ± 

2.15 b 

0.2% 

NE 

0.31 ± 

0.01 a 

(A) 

0.59 ± 

0.02 c 

(B) 

45.77 ± 

2.02 a 

(A) 

47.93 ± 

1.61 a 

(A) 

10.03 ± 

0.63 a 

(A) 

3.03 ± 

0.47 a  

(B) 

29.17 ± 

1.59 a,b 

(A) 

21.97 ± 

0.49 a 

(B) 

10.88 ± 

0.66 b 

1.54% 

NE 

0.32 ± 

0.01 a 

(A) 

0.48 ± 

0.04 b 

(B) 

49.8 ± 

2.41 a 

(A) 

48.03 ± 

0.54 a 

(A) 

9.0 ± 

2.36 a 

(A) 

3.43 ± 

0.91 a  

(B) 

25.7 ± 

2.8 a,b 

(A) 

22.2 ± 

0.42 a 

(A) 

9.53 ± 

1.06 b 

0.2% E 0.32 ± 

0.01 a 

(A) 

0.44 ± 

0.03 a,b 

(B) 

45.23 ± 

0.15 a 

(A) 

47.1 ± 

1.61 a 

(A) 

7.2 ± 

1.56 a 

(A) 

6.8 ± 

1.03 b  

(A) 

23.43 ± 

1.38 a 

(A) 

25.53 ± 

1.73 a 

(A) 

4.12 ± 

1.75 a 

1.54% E 0.29 ± 

0.03 a 

(A) 

0.39 ± 

0.02 a 

(A) 

47.23 ± 

2.17 a 

(A) 

47.5 ± 

1.16 a 

(A) 

11.4 ± 

1.85 a 

(A) 

7.47 ± 

0.54 b 

(B) 

30.1 ± 

2.23 b 

(A) 

26.37 ± 

1.34 a 

(A) 

7.57 ± 

1.09 a,b 

Numbers are means ± standard errors from triplicate samples. 

a means with different lowercase letters in the same column are significantly different (P ≤ 0.05). 

b means with different uppercase letters in the row show significant difference between D0 and D12 for each parameter (P ≤ 0.05). 

NE = non encapsulated antimicrobials; E = encapsulated antimicrobials; TBARS: Thiobarbituric acid reactive substances; MA: 

Malondialdehyde; D stands for storage day; ∆E Total color difference  

3.7. Sensory analysis 

Fig. 3 shows the results obtained from the sensory analysis of spicy meat (control) and spicy meat treated 

with different concentrations of antimicrobials. The results were the average of scores which the examiners 

gave to each sample. The results showed that the samples C, 0.2% E, and 1.54% E were all accepted and 

statistically similar. Based on 9-point hedonic scale, the values more than 5 were considered 

organoleptically acceptable. The odor parameter showed an average between 6.9 and 7.1; the taste parameter 

showed an average between 6.9 and 7.4 and the overall assessment, an average between 7.1 and 7.45 for all 

the samples. 
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Figure 3: Effects of different concentrations of antimicrobials on the sensory properties of meatballs. 

 

4. Discussion 

EOs and bacteriocins are among natural antimicrobial compounds that can be used in food products as they 

are generally recognized as safe (GRAS) (Burt 2004; Cotter et al., 2005; Fratianni et al., 2010). Based 

on MIC values, EOs were classified into three distinct groups corresponding to i) highly effective (312.5 

ppm - 5000 ppm) ii) moderately effective (5000 - 10,000 ppm), and iii) less effective (>10,000 ppm) 

(Hossain et al., 2016). Citrus extract, Mediterranean formulation, Cinnamon tamala, Cinnamon zeylanicum 

and thyme EOs inhibited the growth of the bacteria tested at concentrations between 20 and 5000 ppm; 

except for Pseudomonas aeruginosa, which was not inhibited with thyme at 10000 ppm. The majority of 

EOs eliminates bacteria by permeabilizing their cell membrane in various ways causing the loss of ions and 

ATP, collapse of proton pumps and finally release of macromolecules and subsequently bacterial cell lysis 

(Oussalah et al., 2006; Turgis et al., 2012). By accumulating in the cytoplasm, they could also damage 

lipids and proteins (Bakkali et al., 2008). It is recognized that carvacrol, thymol, cinnamaldehyde and 

polyphenols are the main compounds of citrus extract, mediterranean formulation and some EOs such as 

thyme, Cinnamon tamala and Cinnamon zeylanicum whose antibacterial activity have been already 

demonstrated in many studies (Ghabraie et al. 2016; Oussalah et al., 2007; Hossain et al., 2016). In 

general, Gram-positive bacteria are more sensitive than Gram-negative among which pseudomonas species 

are least sensitive to bioactive agents (Ceylan et al., 2004).  

The bacteriocin of the FLC ferment was active against the bacteria of Leuconostoc mesenteroides, 

Carnobacterium divergens, Lactobacillus curvatus, Listeria innocua and Listeria monocytogenes which are 
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Gram-positive bacteria; and against Pseudomonas aeruginosa which is a Gram-negative bacterium; but it 

was not active against other species (E. coli, salmonella and Lactobacillus sakei). This can be explained by 

an additional lipopolysaccharide outer membrane impeding the penetration of bacteriocins interacting with 

cell membrane anionic lipids of the target bacteria and causing their permeabilization through the formation 

of pores (Kęska et al., 2017).  

Since higher concentrations of EOs are generally required to ensure their antimicrobial activity for food 

preservation as compared to in vitro system, their application may be limited due to changes in organoleptic 

and textural quality of food or their interactions with food components (Gutierrez et al., 2008). Thus, EOs 

are widely used in combination with other antimicrobial agents to minimize undesirable effects (Gutierrez 

et al., 2008; Ghabraie et al., 2016). EOs and bacteriocins are known as good antimicrobial agents; hence 

their combination seems to be a promising natural preservatives alternative. In this study, synergic or 

additive activity was obtained with the combination of thyme/Mediterranean formulation/citrus extract as 

well as the combination of Cinnamon tamala/Cinnamon Zeylanicum on all bacteria tested. This effect was 

also observed when the FLC ferment bacteriocins were combined with Cinnamon tamala/Cinnamon 

Zeylanicum EOs formulation; but the combination of the FLC ferment bacteriocins with formulation of 

thyme/Mediterranean formulation/citrus extract showed no interaction effect on some E. coli and 

Salmonella. Likewise, Ghabraie et al. (2016) found that combination of Chinese cinnamon and Cinnamon 

bark EOs had additive antibacterial effects against all bacteria tested. Hossain et al. (2016) also found that 

a combined formulation of oregano and thyme resulted in a synergistic effect against A. flavus and A. 

parasiticus and P. chrysogenum. Regarding the combination of bacteriocins and EOs, Turgis et al. (2012) 

found that the combination of nisin with O. vulgare EO induced a synergistic effect against L. 

monocytogenes whereas the combination of nisin with T. vulgaris EO caused a synergistic effect against S. 

typhimurium. They also found that Pediocin combined with the S. montagna EO caused a synergistic effect 

against E. coli O157: H7. The simultaneous use of EOs and bacteriocins plays a major role in the formation 

of membrane pores, which alter the permeability of the membrane, the proton motive force, the efflux of 

amino acid and the pH gradient of bacteria (Turgis et al., 2012). The antimicrobial activity of preservatives 

depends not only on chemical composition but also on lipophilic properties, the potency of functional groups 

or aqueous solubility (Dorman et al., 2000); thus, the mixture of compounds with different biochemical 

properties may increase efficacy. According to Gutierrez et al., (2008), the antimicrobial efficacy of EOs 

was found to be a function of ingredient of food. In many food products, the hydrophobic essential oil 

constituents are impaired by interactions with food matrix components, such as fat (Cava-Roda et al., 

2010), starch (Gutierrez et al., 2008), and proteins (Kyung, 2011). In addition, bacteriocins may also be 

degraded by proteolytic enzymes when they are directly applied in food  leading to a loss of antibacterial 

activity (Rose et al., 1999). The results of the microbial analysis during the storage of meatballs showed 
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that limit of acceptation was obtained faster in samples without gelatin than samples with gelatin. This result 

was expected since the encapsulation is an approach that increases the stability of antimicrobial compounds, 

protecting them from interacting with the food matrix, and increases their antimicrobial activity due to 

increased passive cellular uptake (Donsí et al., 2011). The study of the depletion of antimicrobial 

formulations confirmed that encapsulation of antimicrobials resulted in their controlled release. Huq et al. 

(2015) found that encapsulated cinnamon and nisin in combination with γ-irradiation (at 1.5 kGy) showed 

0.03 ln CFU/g/day growth rate of L. monocytogenes whereas the growth rate of non-encapsulated cinnamon 

and nisin in combination with γ -irradiation was 0.17 ln CFU/g/day. Furthermore, TBARS and color analysis 

revealed that at the end of the storage period, samples with encapsulated antimicrobials were less degraded 

in terms of lipid oxidation and total color change compared to control and samples without encapsulation. 

However, TBARS remained low for all samples (0.39 – 0.61 2 µg MDA/g meat) at the end of the storage 

period since the rancid off-flavors can be generally detectable to a sensory panel when the TBARS value is 

equal to or greater than 2 µg MDA/g meat (Suman et al., 2010). Some studies proved the potential of gelatin 

in TBARS and color deterioration reduction (Herring et al., 2010; Zhang et al., 2020). Gelatin is a good 

barrier to oxygen and thus can prevent lipid oxidation and, in turn, the deterioration of color (Herring et 

al., 2010). 

5. Conclusion 

The combination of antimicrobial compounds could act synergically or additionally on spoilage and 

pathogenic bacteria contaminating food. In addition, encapsulation is a good way for controlling release of 

antimicrobials to prolong their activity. This allowed the use of lower concentrations of antimicrobials to 

reduce any unwanted organoleptic impact and increase the shelf life of meat products by 2 days in terms of 

microbiological and physicochemical properties compared to the control and samples without 

encapsulation. 
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CHAPITRE 4: DISCUSSION GÉNÉRALE 

Ce travail avait pour objectif global d’améliorer la durée de conservation des viandes transformées en y 

apportant à faibles doses des formulations antimicrobiennes faites à base d’huiles essentielles et de 

bactériocines. Cinq objectifs spécifiques ont été définis pour atteindre notre but; à savoir : 1) Identifier des 

ferments contenant des bactéries lactiques capables de produire de bactériocines et optimiser leur production 

au cours de la fermentation ; 2) Évaluer la CMI de l’extrait de bactériocines contre des bactéries affectant 

la qualité de la viande et déterminer la synergie entre l’extrait de bactériocines et des formulations 

antimicrobiennes renfermant des huiles essentielles; 3) Mettre au point une méthode d’encapsulation de la 

nouvelle formulation pour application dans la viande fraîche transformée ; 4) Évaluer in situ sur la viande 

fraîche transformée l’effet des antimicrobiens combinés (encapsulés et non encapsulés) sur la durée de 

conservation de la viande fraîche transformée en analysant l’évolution de la flore d’altération au cours du 

stockage et 5) Évaluer la qualité physicochimique et sensorielle de la viande fraîche transformée.  

Dans un premier temps, les bactéries lactiques présentes dans deux ferments commerciaux (le ferment FLC 

et le ferment MnF) ont été analysées afin de vérifier leur capacité à produire les bactériocines par la méthode 

de diffusion de puits telle que décrite par Millette et al. (2007a). Tel que présenté dans l’article 1, les 

résultats ont montré une inhibition de croissance des souches de Listeria monocytogenes et Listeria innocua 

autour des puits contenant les surnageants de culture des bactéries lactiques de ces ferments. Lorsque le 

surnageant de culture de ces bactéries lactiques était mis en présence d’une protéase, l’inhibition de 

croissance des souches de Listeria était levée; montrant ainsi que l’effet antimicrobien était dû aux 

bactériocines (substances de nature protéique) présentes dans le surnageant. Pour optimiser la production 

des bactériocines par les bactéries lactiques des ferments, l’influence des facteurs environnementaux dont 

la température de fermentation, le pH initial du milieu de culture, une supplémentation du milieu de culture 

avec différentes sources de carbone et une supplémentation du milieu de culture avec différentes sources 

d’azote a été évaluée en utilisant Listeria monocytogenes 2371 comme souche indicatrice. Les résultats 

obtenus à l’issue de cette expérience ont montré que la production des bactériocines était étroitement liée 

aux conditions environnementales et aux caractéristiques de la souche productrice. En effet, l’activité 

antimicrobienne du surnageant des bactéries lactiques du ferment FLC est passée de 422,22 AU/ml à 

2044,44 AU/ml; cette amélioration de la production des bactériocines a été obtenue lorsque le milieu MRS 

était supplémenté de 2% (p/v) de mannose comme source de carbone et de 2% (p/v) d’extrait de levure 

comme source d'azote, le pH initial du milieu de culture ajusté à 5 et la fermentation conduite à 28℃. Dans 

le cas du ferment MnF, la meilleure activité antimicrobienne de l’ordre de 188,89 AU / ml a été obtenue 

lorsque le milieu MRS était supplémenté de 2% de peptone de pois, le pH initial du milieu de culture ajusté 

à 6,5 et la fermentation conduite à 24℃. Les sources de carbone utilisées dans ce travail n'ont pas amélioré 
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la production de bactériocines par les bactéries lactiques du ferment MnF. Des résultats similaires ont été 

obtenus par Turgis et al. (2016). Ces auteurs ont montré l’implication des conditions de fermentation dans 

l’amélioration de la production des bactériocines par les bactéries Lactococcus lactis MM19 et Pediococcus 

acidilactici MM33. 

Concernant l’objectif 2, la CMI des huiles essentielles et de l’extrait de bactériocines du ferment FLC sur 

des bactéries pathogènes et de détérioration de la viande ainsi que la synergie possible entre ces 

antimicrobiens ont été déterminées in vitro par les méthodes de microdilution et du Chekerboard telles que 

décrites par Hossain et al. (2016). Les résultats de cette étude ont montré que les bactériocines des bactéries 

lactiques du ferment FLC ont une activité entre 10000 et 80000 ppm contre Leuconostoc mesenteroides, 

Carnobacterium divergens, Lactobacillus curvatus, Listeria inocua, Listeria monocytogenes et 

Pseudomonas aeruginosa, mais n’ont pas eu d’effet sur les autres bactéries. L’extrait de fruit citrin, la 

formulation méditéranéenne et les huiles essentielles Cinnamon tamala, Cinnamon zeylanicum et de thym 

ont inhibé la croissance des bactéries testées à des concentrations comprises entre 20 et 5000 ppm; sauf pour 

le cas de Pseudomonas aeruginosa, qui n’a pas été inhibé avec le thym. Les bactériocines sécrétées par les 

bactéries lactiques ont un large spectre d'action contre les bactéries Gram-positives, mais les Bactéries 

Gram-négatives sont dotées d’une membrane lipopolysaccharidique supplémentaire externe. Cette 

membrane externe empêche la pénétration des bactériocines dans la cellule, ce qui la rend insensible à l’effet 

antimicrobien de ces molécules (Kęska et al., 2017). La combinaison des bactériciones des bactéries 

lactiques du ferment FLC aux huiles essentielles Cinnamon tamala et Cinnamon zeylanicum a montré un 

effet synergique ou additif sur l’ensemble des souches testées et la combinaison des bactériocines à l’extrait 

de citron, la formulation méditéranéenne et le thym a montré un effet non interactif contre certaines souches 

de E.coli et contre les souches de Salmonella et un effet synergique ou additif pour le reste des souches. En 

raison de la caractéristique lipophile des huiles essentielles, leur utilisation conjointe avec les bactériocines 

joue un rôle important dans la formation des pores de la membrane, ce qui modifie la perméabilité 

membranaire, la force proton-motrice, l'efflux d'acides aminés et le gradient de pH des bactéries provoquant 

ainsi la mort cellulaire (Bakkali et al., 2008; Turgis et al., 2012b). 

La formulation antimicrobienne Cinnamon tamala/Cinnamon zeylanicum à des concentrations de 0,05, 0,1 

et 0,2% (v/v, ratio 1:1) et la formulation antimicrobienne bactériocine/Cinnamon tamala/Cinnamon 

zeylanicum à des concentrations de 0,39, 0,77 et 1,54% (v/v, ratio 6,7:1:1) ont ensuite été encapsulées par 

la méthode décrite par Seyed et al. (2016). Il s’est agi de mettre la solution antimicrobienne en présence 

d’une solution de gélatine et d’homogénéiser rigoureusement à température ambiante. Afin de vérifier l’effet 

de l’encapsulation sur la formulation antimicrobienne, la méthode de puits profonds dans la gélose BHI telle 

que décrite par Huq et al. (2015) a été réalisé. Les résultats de cette analyse ont montré que l’encapsulation 

des antimicrobiens permet une libération contrôlée de ces derniers. En effet la déplétion des antimicrobiens 
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au cours du temps était plus accrue dans les formulations libres que dans les formulations encapsulées. Des 

résultats similaires ont été obtenus dans les travaux de Huq et al. (2014, 2015). 

L’étude in situ des antimicrobiens libres et encapsulés sur la viande fraîche transformée a été réalisée. Il 

était question d’étudier d’une part l’évolution au cours du temps de la flore d’altération (Brochothrix 

thermosphacta, bactéries lactiques, Pseudomonas spp. et le compte viable total) et d’autre part d’évaluer les 

paramètres de la couleur et le degré d’oxydation des lipides par l’analyse des TBARS. Ceci s’est fait par les 

méthodes décrites par Ouattara et al. (2002) et Pattarasiriroj et al. (2020). La viande a été traitée avec les 

formes libres et encapsulées des formulations antimicrobiennes Cinnamon tamala/Cinnamon zeylanicum et 

bactériocine/Cinnamon tamala/Cinnamon zeylanicum à des concentrations de 0,2 et 1,54% (v/v) 

respectivement. Les résultats ont montré que les échantillons traités avec les antimicrobiens encapsulés ont 

permis d’obtenir un gain de 2 jours de stockage pour atteindre la limite d’acceptabilité (6 log UFC/g pour 

chaque microorganisme évalué) comparativement au contrôle et aux échantillons traités avec les 

antimicrobiens non encapsulés. De même, la détérioration de la couleur et l’oxydation des lipides étaient 

plus prononcées dans le contrôle et les échantillons traités avec les antimicrobiens non encapsulés que dans 

les échantillons traités avec les antimicrobiens encapsulés. D’autres études ont montré des résultats 

similaires (Millette et al., 2007b; Huq et al., 2014, 2015; Herring et al., 2010; zhang et al., 2020). En 

effet, l’encapsulation augmente la stabilité des composés antimicrobiens, les protège de l'interaction avec la 

matrice alimentaire et augmente leur activité antimicrobienne en raison de l'augmentation de l'absorption 

cellulaire passive. De plus, la gélatine constitue une barrière à l’oxygène ce qui a un impact positif sur 

l’oxydation des lipides et la couleur (Villegas et al., 1999; Donsí et al., 2011). L’analyse sensorielle par le 

test hédonique tel que décrit par Ghabraie et al. (2016a) a été réalisé et les résultats ont montré que 

l’ensemble des échantillons étaient acceptés en termes d’odeur et de goût. 
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CHAPITRE 5: CONCLUSION GÉNÉRALE 

Au terme de ce travail dont l’objectif était d’améliorer la durée de vie des viandes fraiches et transformées, 

des formulations antimicrobiennes à base d’huiles essentielles et de bactériocines ont été développées. Il a 

d’abord été nécessaire d’optimiser la production des bactériocines puis de combiner leur effet antimicrobien 

à celui des huiles essentielles afin de pouvoir les incorporer à faible dose dans les boulettes de viande. 

L’optimisation de la production a permis de passer d’une activité antimicrobienne de 422,22 à 2044,44 

UA/mL avec les bactéries lactiques du ferment FLC en supplémentant le milieu MRS avec le mannose et 

l’extrait de levure, le pH du milieu étant ajusté à 5 et une température de fermentation de 28 ℃. Dans le cas 

du ferment MnF, la température de 24 ℃ et le milieu MRS supplémenté de peptone de pois à un pH de 6,5 

a permis d’obtenir une activité antimicrobienne de 188,89 UA/mL. La combinaison des huiles essentielles 

Cinnamon tamala/Cinnamon zeylanicum et la combinaison des bactériocines des bactéries lactiques du 

ferment FLC aux HE Cinnamon tamala/Cinnamon zeylanicum a montré un effet synergique ou additif sur 

l’ensemble des bactéries ciblées dans cette étude. Ces formulations sous forme libre et encapsulée ont été 

incorporées dans les boulettes de viande. Les antimicrobiens encapsulés ont prolongé de 2 jours la durée de 

conservation des boulettes de viande, réduit la détérioration de la couleur et le degré d’oxydation des lipides 

comparativement au contrôle et les échantillons traités avec les antimicrobiens non encapsulés. 
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