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IFIP : Institut Francais du Porc

INRA : Institut National de la Recherche Agronomique

InVS : Institut de Veille Sanitaire

ISO : Organisation Internationale de Normalisation
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NaCl : Chlorure de Sodium

NO : Oxyde Nitrique

NOC : Composé N-nitrosé

pH : Potentiel hydrogéne

pl: Point isoélectrique

QPS: Qualified Presumption of safety

SDS-PAGE : Sodium Dodecyl Sulfate Poly-Acrylamide Gel Electrophoresis
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TEP : 1,1,3,3-tetra-éthoxypropane
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UMR SECALIM : Unité Mixte de Recherche SECurité des ALIments et Microbiologie
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Introduction

INTRODUCTION

De nos jours, le consommateur accorde beaucoup d’attention a la relation entre I'alimentation et la santé.
Bien que I'industrie alimentaire ait de plus en plus tendance a produire des aliments répondant a des normes
organoleptiques élevées, ayant une longue durée de conservation et des valeurs nutritionnelles appropriées,
les consommateurs ont de plus en plus tendance a préférer les aliments ayant subi des traitements
technologiques moins radicaux, préparés avec peu ou sans additifs chimiques et a faible teneur en sucres,
sels et maticres grasses. En conséquence, le marché des aliments ayant des propriétés bénéfiques pour la
santé, les aliments dits fonctionnels, ainsi que les aliments « clean label » ont connu une croissance

remarquable au cours des derniéres années.

Paradoxalement, cette demande d'aliments plus « naturels et diététiques » peut avoir des conséquences
importantes sur le développement de la flore microbienne et donc sur la conservation de ces aliments. De
plus, 'inconvénient de ces tendances est que les obstacles a la sécurité sont atténués et que les éclosions de
maladies d’origine alimentaire peuvent augmenter. En effet, les additifs sont nécessaires pour assurer la

stabilité et la sécurité microbiologique ainsi que pour améliorer les propriétés organoleptiques.

Dans l'industrie de la viande, les préconisations nutritionnelles actuelles, appuyées par une volonté
reglementaire, visent a réduire les niveaux de nitrite de sodium dans les charcuteries. Des concentrations
supérieures a 150 ppm de nitrite de sodium ne sont pas autorisées dans les produits a base de viande en
raison des risques pour la santé humaine et l'environnement (Sindelar & Milkowski, 2011). Le Centre
International de Recherche sur le Cancer (CIRC) a classé les nitrates ou nitrites dans la catégorie 2 —
« probablement cancérogenes pour P’homme ». Plus précisément, les nitrates et nitrites ingérés dans des
conditions entrainant une nitrosation endogéne sont probablement cancérigénes pour ’homme a cause de
la formation de nitrosamines ou encore appelés composés N-nitrosés (NOC) qui sont des substances
potentiellement cancérigenes (Grosse ¢f al., 2006). De plus, le CIRC a classé la consommation de viande
transformée comme « cancérigéne pour ’homme » (catégorie 1) (Bouvard e¢# al., 2015), la formation de
nitrosamines cancérigenes constituant un facteur contributif a ce risque (Pierre, 2016). Ces hypotheses ont

donc conduit a la recherche de nouvelles technologies pour la substitution des nitrites.

Cependant, le nitrite de sodium est I'additif antimicrobien synthétique généralement ajouté aux produits
carnés pour prévenir la germination et la prolifération de Clostridinm botulinum. De plus, le nitrite de sodium
agit en synergic avec le chlorure de sodium en inhibant la flore d’altération et certains autres
microorganismes pathogénes. Le nitrite confére également des propriétés sensorielles (couleur, gott et
odeur) et antioxydantes aux produits carnés et joue un role majeur dans la réduction de la vitesse de
développement du rancissement au cours du stockage (Andrée ez a/., 2010). Il est donc difficile de trouver

un seul substitut au nitrite en raison de ses propriétés multifonctionnelles.
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Le projet ANR BLacHP vise a développer une nouvelle stratégie de stabilisation des produits carnés
transformés et réfrigérés en combinant les hautes pressions et la biopréservation par des bactéries lactiques.

Cette stratégie pourrait devenir une alternative a I'ajout de conservateurs tels que les nitrites.

Le traitement par hautes pressions est connu pour améliorer la sécurité microbienne des viandes et produits
carnés. Fgalement appelées pasteurisation a froid, les hautes pressions sont présentées comme la principale
alternative a la pasteurisation thermique ou comme étape supplémentaire de décontamination des produits
carnés emballés (Jofré & Serra, 20106). Les principaux objectifs du procédé par hautes pressions sont de
détruire les microorganismes pathogenes et d'altération et de prolonger la durée de conservation, tout en
maintenant les caractéristiques et la qualité de la viande et des produits carnés quasiment intacts. Cependant,
les hautes pressions ne sont pas efficaces pour la destruction des spores bactériennes, et l'ajout de
conservateurs alimentaires (nitrites) est toujours nécessaire dans les produits carnés pour controler la
croissance des bactéries sporulées. Toutefois, si un traitement par hautes pressions a une température
inférieure a 50 °C peut a peine inactiver les spores, des études ont montré que les hautes pressions peuvent

initier la germination des spotres de Bacillus sp. et Clostridinm sp.

Par ailleurs, l'utilisation de cultures bioprotectrices fonctionnelles dans l'industrie alimentaire est répandue
(Leroy & De Vuyst, 2004). Les souches fonctionnelles sont largement utilisées pour la fermentation de
produits laitiers, de légumes fermentés et plus récemment les produits carnés. Ces cultures bioprotectrices
peuvent contribuer a la sécurité alimentaire et / ou offrir un ou plusieurs avantages organoleptiques,
technologiques, nutritionnels ou sanitaires. La mise en ceuvre de souches soigneusement sélectionnées en
tant que cultures bioprotectrices dans le processus de fabrication des produits carnés représente un moyen
de remplacer les additifs chimiques par des composés naturels, tout en fournissant au consommateur de
nouveaux produits alimentaires attractifs. Les bactéries lactiques sont reconnues pour avoir un potentiel
intéressant pour la biopréservation du fait qu'elles sont capables de produire des substances
antimicrobiennes. De plus, les bactéries lactiques sont sans danger pour la consommation humaine et
constituent la microflore prédominante de nombreux aliments et en particulier les aliments préts a
consommer stockés sous vide ou sous atmosphere modifiée. La stabilité et la sécurité des produits carnés
pat l'utilisation de souche bioprotectrice impliquent la création d'un environnement hostile pour les
microorganismes indésirables pathogeénes et responsables de laltération tout en maintenant la qualité

sensorielle du produit.

Le produit cible choisi pour cette étude est le jambon cuit supérieur a teneur réduite en nitrite. Le jambon
cuit représente 25 % en volume de la production de charcuterie en France (FICT, 2017). Par son pH se
rapprochant de la neutralité et son Aw élevée, il figure parmi les charcuteries a risque : une post-
contamination par des bactéries pathogenes telles que Listeria monocytogenes, Salmonella spp. ou Staphylococcus
anreus peut survenir lors de étape de découpe et de conditionnement. De plus, un traitement thermique

modéré associé a un stockage réfrigéré sous vide ou sous atmosphere modifiée peut conférer un avantage
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sélectif au développement d'especes psychrotrophes du genre Clostridinm ou Bacillus, responsables de la

formation de spores.

Tres peu d’études se sont intéressées pour le moment aux effets du traitement combiné hautes pressions —
biopréservation par des bactéries lactiques sur les produits carnés. Ainsi, 'objectif principal de ce travail est
d’évaluer Iimpact du traitement combiné sur les propriétés technologiques, nutritionnelles et
organoleptiques du jambon cuit ; et d’évaluer son potentiel d’application sur les produits carnés a teneur
réduite en nitrite. Pour une meilleure compréhension des phénomenes pouvant survenir, 'impact de chaque
traitement (biopréservation et hautes pressions) appliqué individuellement sur le jambon cuit est également

étudié.

Ce mémoire comporte trois parties visant a présenter le contexte de I’étude, la méthodologie utilisée et les
résultats obtenus et discutés. La synthése bibliographique porte, dans un premier temps, sur I'état des
connaissances sur la technologie des produits carnés avec comme exemple la fabrication du jambon cuit,
ainsi que les modifications structurelles et chimiques qui surviennent au cours de la fabrication. Dans un
deuxieme temps, les fondamentaux du procédé par hautes pressions ainsi que son application sur les
produits carnés sont présentés. Enfin, la biopréservation est abordée en détaillant le principe, le mécanisme

antimicrobien des bactéries lactiques et leur application dans les matrices alimentaires.

Les matériels et méthodes détaillent le déroulement des expériences de la fabrication du jambon cuit, passant
par les différents traitements appliqués, le stockage réfrigéré, jusqu’aux différentes analyses effectuées. Le

principe et le mode opératoire de chaque analyse sont également présentés.

Les résultats et discussion sont scindés en trois parties. D’abord, I'impact du traitement sur 'acceptabilité
microbiologique et sensorielle du jambon cuit est évalué. Le développement de la flore endogene est suivi
au cours d’un stockage réfrigéré et une analyse sensorielle olfactive est réalisée en parallele. Ensuite, 'impact
des traitements sur les propriétés technologiques (pH, capacité de rétention d’eau, exsudation, couleur et
texture) est exposé. Enfin I'impact des traitements sur les propriétés nutritionnelles du jambon cuit est
présenté. Notamment, ’'oxydation des lipides est estimée en suivant la production de produits secondaires
d’oxydation lipidique au cours du stockage réfrigéré. 1 état des protéines (solubilité, dénaturation, oxydation,
digestibilité) est également évalué au cours de la fabrication et du stockage du jambon cuit biopréservé et/ou

pressurisé.
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PARTIE I : SYNTHESE BIBLIOGRAPHIQUE

I. LATECHNOLOGIE DES PRODUITS CARNES : EXEMPLE DU JAMBON CUIT

I.1. Définition du jambon cuit

Selon le Code des usages de la charcuterie, de la salaison et des conserves de viandes, le jambon cuit est
préparé uniquement a partir du membre postérieur du porc, a I'exclusion de tout autre morceau. Sa
fabrication est régie par une réglementation tres stricte. Il peut contenir d'autres ingrédients tels que des
aromates et épices, vins, alcools, liqueurs, sucres et condiments selon les recettes et éventuellement des
additifs autorisés par la législation. Il est commercialisé avec ou sans couenne (découenné, dégraissé). Dans
le cas d’un jambon cuit avec couenne, I'épaisseur du gras périphérique ne doit pas excéder 4 millimetres.

Selon le Code des Usages de la Charcuterie, il existe 3 qualités de jambon cuit :

e Lejambon cuit "supérieur” : il ne contient ni polyphosphate, ni gélifiant, ni plus de 0.5 % de suctes
ajoutés (NF V40-100 - 2002).

e Le jambon cuit "choix": il ne contient pas de gélifiant mais peut contenir jusqu’a 0,2% de
polyphosphates et 1% de suctes ajoutés. Dans cette catégorie, on trouve notamment le jambon cuit
de Paris (qui peut lui aussi étre supérieur).

e Le jambon cuit "standard" : il peut contenir d’autres additifs (gélifiants, plasma sanguin, etc.). Les

teneurs autorisées dans le produit fini sont de 0,5% de polyphosphates et 2% de sucres ajoutés.

I.2. Contexte économique

La production industrielle de jambon cuit en France en 2017 est de 245336 tonnes, ce qui représente 20,5
% en tonnage et environ 25 % en valeur de la production de charcuterie. Le tonnage annuel francais des
différentes qualités de jambon cuit est donné dans le tableau 1. De plus, le jambon cuit est le produit de

charcuterie le plus consommé par les ménages francais a hauteur de 24 % (Figure 1) (FICT, 2017).

Tableau 1 : Production industrielle francaise (en tonnes) de jambon cuit en 2017 (FICT, 2017)

Prétranchés Entier Surgelés et
Total Pourcentage

(libre-service) (coupe) conserves
Jambon supérieur 124 495 61 908 813 187 216 76 %
Jambon choix 33 200 8 362 168 41730 17 %
Jambon standard 4980 10 508 902 16 390 7%
Total 162 675 80778 1883 245 336
Pourcentage 66 % 33 % 1%
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Rillettes  Andouilles et andouillettes
Boudin

Saucissons cuits ou a cuire

Jambons secs
Jambon cuit

Charcuteries a base de
volaille

Patés

Saucissons a pate

fine Autres charcuteries

Saucissons secs

Saucisses
a gros hachage

Lardons,
Poitrines, Bacon

Figure 1 : Achat en charcuterie des ménages francais en 2017 (en % de volume) (FICT, 2017)

1.3. Procédé de fabrication

1.3.1. La matiére carnée de base

Le jambon est composé d’une trentaine de muscles regroupés en quatre groupes de muscles : noix, noix
patissiere, sous noix et quasi. Le jambon peut étre fabriqué a partir de n'importe quelle combinaison de ces
quatre groupes de muscles postérieurs (tableau 2). Une coupe superficielle du porc montrant quelques

muscles couramment utilisés dans la fabrication de jambon cuit est présentée sur la figure 2.

Gluteus superficialis

Gluteus medius

Semimenbranosus

Semitendinosus

Biceps femoris

Tensor fasciae latae

Vastus lateralis

Figure 2 : Quelques principaux muscles du jambon (coupe supetficielle) (Porcine myology -
porcine.unl.edu)
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Tableau 2 : Répartition des différents muscles constituant le jambon dans les pieces anatomiques

boucheres (Guintard ez al., 2004)

Désignation anatomique

Désignation selon la . .
Désignation bouchere
Nomina Acta Veterina

Pectiné

Muscnlus pectinens

Semi-membraneux

M. semimembranosus

Adducteur de la cuisse

M. adductores

Sartorius

M. sartorius Noix

Gracile

M. gracilis

Obturateur externe

(portion extra-pelvienne)

M. obturatorius externus

Droit de la cuisse M. rectus femoris

Quadriceps Vaste latéral M. vastus lateralis

fémoral Vaste médial M. vastus medialis Noix patissiere
Vaste intermédiaite M. vastus intermedins

Tenseur du fascia lata M. tensor fasciae latae

Semi-tendineux

M. semitendinosus

Biceps fémoral

M. biceps femoris

Glutéofémoral M. glutaeofermoralis
Sous noix
Fessier superficiel M. glutens superficialis
Gastrocnémien M. gastrocnemins
Fléchisseur M. flexcor
Fessier moyen M. glutens medins
Fessier accessoire M. glutens accesorins Quasi

Fessier profond

M. glutens profundus

1.3.2. La préparation de la viande

La fabrication du jambon commence par I’élimination d’une grande partie de la graisse excédentaire de la

piéce de viande crue en raison de la préférence du marché pour les produits moins gras mais également pour

permettre une meilleure pénétration de la saumure lors du saumurage et du malaxage (Stankus, 2010).

I.3.3. Le saumurage

Le processus de saumurage de la viande consiste en l'ajout d'un certain nombre d’ingrédients et additifs

nécessaires pour obtenir la couleur, la texture et la saveur souhaitées. Ces substances sont dissoutes dans

I'eau pour former la saumure. Cette derniére est composée d’eau, de chlorure de sodium, de nitrite de
b 5

sodium, d’antioxydants, de sucre(s) et d’aromes naturels ou bouillon.
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a. Les ingrédients de la saumure

Apres Ieau, le chlorure de sodium (le sel) est I'ingrédient principal de la saumure. Le sel est utilisé comme
agent de conservation des aliments depuis des milliers d'années. Actuellement, le réle conservateur du sel
est prépondérant dans les produits séchés et maturés (jambons secs, saucissons secs), mais il est devenu un
peu plus secondaire dans les produits cuits dont la conservation est principalement assurée par la cuisson,
le conditionnement et/ou la maitrise de la chaine du froid (Martin, 2003). Les propriétés antimicrobiennes
du sel sont basées sur sa capacité a réduire l'activité de l'eau, c’est-a-dire la quantité d’eau libre disponible
pour la croissance des microorganismes (Inguglia ef al., 2017). Le sel a également un réle de premier plan
dans le développement et la perception des attributs sensoriels tels que la saveur et 'ardme (flaveur) des
produits de salaison. Le gout salé est di aux ions Nat et Cl libres, donc non liés aux protéines. Pour les
produits cuits, le traitement par la chaleur rompt les liaisons salines. De ce fait, tous les ions Na* et Cl- sont
libres, donc perceptibles au gott. Pour les produits secs, les liaisons salines sont fortes d’ou une perception
salée relativement faible malgré une teneur en sel importante (Solignat, 2004 ; Martin, 2003). De plus, I'ajout
de sel dans la fabrication des produits carnés (1,5 a 2,5 %) permet de solubiliser les protéines myofibrillaires,
d’augmenter la capacité d’hydratation et de rétention d’eau, d’augmenter le rendement de cuisson et

diminuer la perte de liquide (Inguglia ¢7 al., 2017 ; Albarracin ez al., 2011).

Le nitrite, comme le sel, est un ingrédient multifonctionnel dans le saumurage. L'ajout de 50 2 100 ppm de
nitrite est suffisant pour atteindre les multiples fonctions du nitrite. Le nitrite est utilisé comme agent
conservateur pour ses propriétés antioxydantes, qui stabilisent les lipides insaturés des tissus membranaires
et chélatent l'ion ferreux de I'hémoglobine, empéchant ainsi I'oxydation des acides gras polyinsaturés
(Honikel, 2008). Le nitrite induit également des propriétés organoleptiques, telles que la couleur et l'ardme,
dans les produits de porc cuits. Sous certaines conditions (pH, présence d’oxygene présence d’agents
réducteurs comme I’érythrobate), le nitrite forme de l'oxyde nitrique (NO) qui réagit ensuite avec la
myoglobine donnant le nitrosomyoglobine (NO-myoglobine). Ce dernier, lors de la cuisson, produit le
nitrosohémochrome (NO-hémochrome) (figure 3) qui est le pigment rose typique des produits carnés
nitrités et cuits (Honikel, 2008). Le nitrite est également responsable de la note aromatique typique du
«jambon cuit», qui permet de distinguer facilement un produit cuit avec nitrite d'un produit cuit sans nitrite
(Sindelar & Milkowski, 2011). En plus des fonctions de couleur, de saveur et d'antioxydant, le nitrite est un
agent antimicrobien important. Il inhibe fortement les bactéries anaérobies, surtout Clostridium botulinum, et

contribue au controle d'autres microorganismes pathogenes tels que Listeria monocytogenes (Sebranek, 2009 ;

Pegg ¢t al., 1997).
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Nitrite de Sodium

Oxyde nitrique NO

J’_

Myoglobine

NO-myoglobine (rouge)
Chauffage

NO-hémochrome (rose)
Figure 3 : Formation du pigment rose typique des produits carnés nitrités (adapté de Sebranek, 2009)
b. Les techniques de saumurage

Le saumurage peut étre effectué de deux facons (Shahidi ef a/., 2014) :

e Par immersion : dans ce processus, la viande est immergée dans de la saumure jusqu'a ce que les
ingrédients pénétrent dans le morceau de viande entier. La vitesse de diffusion des ingrédients
dépend fortement de la taille de la coupe, de la quantité de graisse superficielle et de la température.
Comme les coupes de viande utilisées peuvent vatier en taille et en capacité d'absorption de la
saumure, toutes les parties de la viande peuvent ne pas absorber la méme quantité de saumure. Ceci
est un inconvénient dans l'utilisation de ce processus.

e Parinjection: cette méthode permet de contréler la vitesse et le volume d’injection et ainsi obtenir
une distribution rapide et uniforme de la saumure. Plusieurs systémes existent mais le plus utilisé
pour le saumurage du jambon est le systeme multi-aiguille. Le principe consiste a utiliser des aiguilles
en acier inoxydable placées a des distances uniformes pour l'injection de la saumure. Le pompage

de la saumure est arrété lorsque le poids désiré est atteint.

I.3.4. Le malaxage

Le malaxage est une opération mécanique encore appelée barattage qui consiste a malaxer ou masser des
muscles ou des morceaux de viande destinés a la cuisson dans une machine industrielle appelée baratte. Le
principe est de faire tourner la baratte pendant 1 a 24 heures, a raison de plusieurs tours par minute, poutr
malaxer et mélanger les morceaux ; les pales, qui sont disposées sur la paroi intérieure de la baratte, font
remonter ces morceaux jusqu’en haut et ces derniers chutent par gravité sur ceux qui sont présents dans le
bas de la cuve. Le malaxage est important pour distribuer la saumure dans les muscles. Ce processus

mécanique facilite l'extraction des protéines qui permettent la liaison des morceaux de viande et le

9
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développement de la couleur. Par I'action mécanique, les protéines myofibrillaites salino-solubles sont
expulsées hors du muscle et participent a la formation du limon. Le baréme de malaxage influence les
parameétres technologiques de Iétape de traitement thermique : en effet, la perte de poids a la cuisson
diminue avec augmentation de la durée de malaxage (Li ¢z a/, 2011 ; Lachowicz et al., 2003). De plus,
Ialternance de la rotation avec des périodes de repos diminuerait la perte de poids a la cuisson (Li ez 4/,

2011).
1.3.5. La cuisson

L'un des objectifs de la cuisson consiste a éliminer les formes végétatives des microorganismes ; cependant
les spores ne sont pas détruites. Pendant le processus de chauffage, la chaleur coagule les protéines
musculaires, confeére au produit fini sa consistance et sa fermeté, et lie les muscles entre eux. Les enzymes
musculaires endogeénes telles que les enzymes protéolytiques et lipolytiques sont inhibées et de nouveaux
composés se forment qui contribuent a la flaveur du produit (Arnau Arboix, 2014). Entre autres, la couleur
du jambon passe de la couleur rouge initiale de la viande de porc a la couleur rose finale, typique du jambon

cuit, a cause de la nitrosohémochrome qui résulte de la dénaturation de la nitrosomyoglobine par chauffage
(figure 3).

1.3.6. Le refroidissement

Le refroidissement est une étape importante pour la qualité globale du produit car il conditionne la tenue de
tranche, la qualité bactériologique et le rendement. Au cours du refroidissement, le collagéne et les protéines
du limon gélifient et assurent la prise en masse des muscles constitutifs du jambon. En industrie, le
refroidissement peut étre effectué par douchage avec des fluides réfrigérants ou en chambre de réfrigération

rapide.
I.4. Caractéristiques nutritionnelles du jambon cuit

La composition nutritionnelle du jambon cuit se caractérise par sa teneur en lipides et en protéines. Les
variations de la composition nutritionnelle du jambon cuit sont causées par la grande diversité, d’une part,
de la matiere premiere utilisée (principalement le porc, "animal gras a muscle maigre") et d’autre part de la
technologie de transformation appliquée. De plus, le caractere gras tend de plus en plus a étre remis en cause
dans les conditions actuelles de génétique et d’élevage. Cette évolution donne lieu a une grande diversité de
valeurs nutritionnelles (Boutten ¢7 af., 2000). Pour pouvoir prétendre aux différentes appellations régies par

le code des usages de la charcuterie, le jambon cuit doit avoir une composition bien précise (tableau 3).

Tableau 3 : Composition nutritionnelle du jambon cuit (www.lescharcuteries.fr)

Protéines  Lipides Glucides Sel Energie

(8/100g) (2/100g) (2/100g)  (g/100g)  (Kcal/100 g)
Jambon cuit « supérieur » 20,8 4,71 0,87 1,77 129
Jambon cuit « choix » 19 3 1,7 2 106
Jambon « standard » 12 7 2,2 2 120
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Ainsi, le jambon présente pratiquement tous les avantages des autres viandes rouges dans l'alimentation,
avec l'avantage d'étre moins gras que la plupart des produits carnés. Le jambon fournit des protéines de
haute qualité, completes et hautement digestibles, et fournit les micronutriments nécessaires au

fonctionnement a 'organisme (McNeill & Van Elswyk, 2012).

I.5. La problématique liée aux nitrites

I.5.1. La réglementation sur les nitrites

D’apres le Réglement4 (UE) N°1129/2011, le nitrite de sodium (E 250), le nitrite de potassium (E 249), le
nitrate de sodium (E251) et le nitrate de potassium (E252) sont autorisés en tant qu’additifs alimentaires
pour la conservation de certaines préparations a base de viandes, bien qu’ils puissent entrainer la formation
de nitrosamines. La dose maximale d’utilisation est réglementée par la directive européenne 95/2/EC
concernant les additifs alimentaires autres que les colorants et les édulcorants, modifiée par la directive
2006/52/EC. D’apres ces directives, I'ajout de nitrite a hauteur de 100 mg/kg (produits a base de viande
stérilisés) a 150 mg/kg est autorisé pour les viandes transformées traitées thermiquement et de 150 mg de
nitrite/kg pour celles non traitées thermiquement. En France, le Code des usages de la charcuterie a limité
Putilisation des nitrites de 20 % soit 120 mg maximum/kg. La réglementation européenne pour les produits
issus de I'agriculture biologique (réglement CE n°889/2008) prévoit 'utilisation de nitrites et des nitrates a
une dose d’incorporation indicative de 80 mg/kg et la quantité maximale résiduelle ne doit pas dépasser 50

mg/kg.
I.5.2. Les risques associés aux nitrites

Le nitrate et le nitrite de la viande transformée sont des sources exogenes de nitrosamines ou composés N-
nitrosés (NOC) et des précurseurs de NOC formés de maniere endogene, qui sont des cancérogénes connus
(Joosen et al., 2009). Les nitrosamines sont des substances produites essentiellement de facon non-
intentionnelle. Ce sont des substances qui peuvent se former par réaction a partir de précurseurs (substrats
nitrosables : amines), avec des agents nitrosants comme les nitrites. La formation de nitrosamines dans les
produits carnés se produit lorsque les amines réagissent avec les nitrites, dans un environnement acide (tel
que 'estomac) ou lorsqu'ils sont chauffés a des températures tres élevées (ce qui se produit lors de la friture

du bacon par exemple) (Parthasarathy & Bryan, 2012).

Des études ont montré une association significative entre les NOC et le risque de cancer colorectal et plus
particulierement le risque de cancer du rectum (Zhu et al, 2014 ; Loh et al, 2011). Les données
épidémiologiques et expérimentales mettent clairement en avant U'implication du fer héminique dans la
cancérogenese colorectale induite par la consommation de produits carnés. Cependant, les mécanismes sont
mal compris. L’heme, dans la lumiére intestinale, catalyse deux types de réactions : la lipopéroxydation et la
formation de NOC. De plus, 'heme peut avoir un effet direct sur les cellules de la muqueuse. Un schéma

représentant les différents mécanismes d’action est présenté sur la figure 4.
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Figure 4 : Mécanismes d’action pouvant expliquer 'effet promoteur du cancer coloréctal du fer

héminique (Bastide ez a/, 2011)

I.6. Les modifications structurales et chimiques au cours de la fabrication des produits carnés

La viande subit généralement un ou plusieurs traitements technologiques avant d'étre consommée : un

traitement mécanique tel que le hachage, qui consiste a déstructurer le produit puis a le réassembler, un

traitement chimique par l'action de solutés (sels, acides, épices, etc.) modifiera la structure et la composition

du tissu, un traitement thermique tel que la cuisson, dont les effets varient en fonction de la température et

de la durée (Santé-Lhoutellier ¢# a/., 2013) ; ou des traitements non thermiques, tels que les hautes pressions,

utilisés comme méthode de conservation post-traitement (Garriga ef al, 2004). Ces traitements peuvent

jouer un réle important dans 'apparition des processus d'oxydation, de dénaturation et d’agrégation, car ils

affectent non seulement les propriétés structurelles de la viande, mais également les états physiques et

chimiques des protéines de la viande et la biodisponibilité des acides aminés.
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I.6.1. Modification au niveau des protéines

Le role des protéines dans la viande est double. D'une part, elles contiennent tous les acides aminés essentiels
dont le profil de composition est trés proche de celui du corps humain et sont donc trés nutritives (Rémond
& Duchéne, 2014). D'autre part, en conférant des fonctionnalités spécifiques (gélification, émulsification,
rétention d'eau, etc.), les protéines musculaires contribuent grandement aux propriétés globales de la viande
et des produits 2 base de viande (viande rouge, volaille et poisson), y compris la texture, l'apparence, la
sensation en bouche et la jutosité, ainsi que la stabilité physique pendant le stockage (Xiong, 2018). La
transformation des aliments en général, et notamment de la viande, a donc des effets différents sur la

structure et les propriétés physico-chimiques des protéines qui modulent leur fonctionnalité.

a. Structure et composition des protéines de la viande
Les protéines sont les principaux constituants du muscle et représentent environ 20 % du poids total du

muscle. Les protéines musculaires sont divisées en trois groupes (Tornberg, 2005) :

e Les protéines myofibrillaires (50 - 55 %) sont constituées des protéines contractiles, structurelles et
régulatrices qui sont présentées dans le tableau 4. La myosine et I'actine sont les protéines majoritaires
des protéines myofibrillaires (environ 70 %). Les molécules de myosine forment les filaments épais et
l'actine les filaments minces des fibres musculaires. Les protéines myofibrillaires sont solubles dans une
solution a force ionique élevée (> 0,3).

e Les protéines sarcoplasmiques (30 — 34 %) comprennent le pigment de I'heme (myoglobine), les
enzymes glycolytiques (glycéraldéhyde phosphate déshydrogénase), les enzymes mitochondriales (telles
que la succinate déshydrogénase, le cytochrome), les enzymes lysosomales (notamment la cathépsine),
les nucléoprotéines, etc. Parmi celles-ci figurent les enzymes protéolytiques (cathépsine, calpaine, les
enzymes glycolytiques, ...) qui, avant d’étre dénaturées, sont impliquées dans le processus
d'attendrissage musculaire post-mortem et la myoglobine, responsable de la couleur de la viande
(Extbjerg ef al., 2012). Les protéines sarcoplasmiques sont solubles dans I’eau ou dans une solution a
force ionique faible.

e Les protéines du tissu conjonctif (10 — 15 %) : Le tissu conjonctif est composé principalement de
collagéne (90 % du tissu conjonctif) et d'autres protéines fibreuses, notamment l'élastine, la laminine

et la fibronectine, ainsi que de protéoglycanes.
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Tableau 4 : Composition et poids moléculaire des principales protéines myofibrillaires (Boland e af,

2018, Pearson & Young, 1989)

Pourcentage des Poids moléculaire
protéines myofibrillaires (kDa)
Protéines Myosine 50 500
contractiles Actine 20 42
Tropomyosine 3 65
Protéines Troponine C 1,15 18
régulatrices Troponine I 1,35 21
Troponine T 1,95 31
Titine 5-8 2800
Nebuline 3 800
a-Actinine 1 95
B-Actinine
- Sous-unité o < 0,01 37
Protéines - Sous-unité < 0,01 34
structurales
Desmine <0,2 55
Filamine 0,1 300
Protéine C 1,5 140
Protéine H 0,18 58
Protéine M 0,5 185

Quatre niveaux d’organisation hiérarchique sont utilisés pour décrire la structure ou larchitecture des
protéines (Figure 5): la structure primaire qui fait référence a la séquence ordonnée d'acides aminés
composant la chaine protéique; la structure secondaire qui décrit les conformations locales régulieres du
squelette polypeptidique ; la structure tertiaire qui décrit le repliement tridimensionnel global de la protéine
et fournit le schéma complet de repliement des structures primaite et secondaire, qui détermine la taille et
la forme finales de la molécule de protéine ; et enfin la structure quaternaire qui fait référence a la quatrieme
dimension du niveau de structure des complexes protéiques pouvant résulter de l'association de chaines

polypeptidiques identiques ou hétérogénes (Li-Chan & Lacroix, 2018).
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Figure 5 : Organisation structurale des protéines (Haque, Timilsena & Adhikari, 2016)
b. La dénaturation protéique

Le terme « dénaturation » est généralement défini comme une modification de la structure secondaire,
tertiaire et quaternaire d’une protéine, sans modification de sa structure primaire. La dénaturation des
protéines peut résulter de conditions physiques telles que la température (cuisson ou congélation), le stress
mécanique, la pression ou des conditions chimiques telles que des modifications de la force ionique ou du
pH (Ustunol, 2015). La dénaturation des protéines peut étre souhaitable ou indésirable selon les
circonstances. La dénaturation augmente la digestibilité d'une protéine, la rend souvent plus agréable au gout
et inactive les enzymes de dégradation. Cependant, en fonction de I'ampleur de la dénaturation et des

modifications, les conséquences peuvent altérer la valeur nutritionnelle des protéines.

e I’ajout de sel (NaCl et autres sels tels que lactate de potassium, chlorure de potassium...) augmente la
force ionique du milieu et entraine la dénaturation des protéines conduisant a leur solubilisation. Une
analyse en microspectroscopie infrarouge sur du muscle bovin incubé dans une saumure a des teneurs
en NaCl croissantes (0 2 1,5 M) ont montré une liaison entre le taux de sel et la dénaturation des
protéines myofibrillaires (Astruc, 2018). Cette étude a montré que le taux d’hélice a diminue avec
Paugmentation du taux de sel jusqu'a 1 M NaCl. Une concentration en sel de 1,5 M ne réduit pas
sensiblement le taux d’hélice a comparativement a 1 M NaCl. Ce niveau de dénaturation est étroitement

lié a la solubilité de la myosine dont le maximum est observé pour 1 M de NaCl. Des analyses par
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calorimétrie différentielle a balayage sur de la mélée de porc a laquelle du NaCl a été ajouté (1,5 % a 3
%) (Villamonte ¢f al., 2013) et sur de la viande de beeuf avec 0,7 a 1,2 % de NaCl Pighin ez a/. (2008)
ont montré une diminution de enthalpie totale de dénaturation des protéines par rapport a des témoins
sans ajout de sel, ce qui témoigne de la dénaturation des protéines apres ajout de NaCl.

La chaleur est l'une des manieres les plus courantes de dénaturer les protéines alimentaires. Les
différents types de protéines de la viande ont un comportement relativement différent a la dénaturation
thermique : les protéines myofibrillaires et les protéines du tissu conjonctif se contractent pendant le
chauffage, contrairement aux protéines sarcoplasmiques qui se dilatent lorsqu’elles sont chauffées
(Baldwin, 2012).

Lorsque la viande est soumise a une chaleur comprise entre 35 °C et 60 °C, les fibres musculaires se
contractent transversalement, ce qui provoque un élargissement de I'espace entre elles. A mesure que
la température augmente (> 65°C), les fibres musculaires se contractent longitudinalement et I'eau
contenue dans les filaments épais et minces est expulsée (Boland ez 4/, 2018 ; Baldwin, 2012 ;
Christensen et @/, 2011).

La dénaturation des protéines myofibrillaires est un phénomeéne important dans le processus de
gélification de certains produits carnés. La gélification des protéines myofibrillaires de la viande se
déroule selon un processus séquentiel en trois étapes (Figure 0) : la dénaturation de molécules de
protéines individuelles (a partir de 30 — 32 °C) suivie de leur agrégation par la formation d'interactions
hydrophobes (entre 36 - 40 °C) ; et enfin, les petits agrégats de protéines ou oligomeres sont réticulés
pour former de fins brins qui menent finalement a un réseau viscoélastique continu (entre 40-50 °C)
(Tornberg 2005, Starsburg ¢f a/., 2008). Dans la fabrication de certains produits carnés, une dénaturation
des protéines est nécessaire pour former un gel protéique comme dans le cas des produits carnés
restructurés et broyés (saucisse, jambon cuit restructuré, etc). La formation de gel est non seulement
responsable de I'adhérence des morceaux de viande et donc de la tenue de tranche, mais joue également
un réle important dans la liaison de l'eau, des ardmes et des graisses dans les produits cuits.

Les protéines sarcoplasmiques se dénaturent et commencent a gélifier lorsqu'elles sont chauffées entre
40 et 60 °C mais pour certaines d’entre elles, leur dénaturation peut s’étendre jusqu’a 90 °C (Rochdi ez
al., 1985 ; Brunton e al., 2000). Les protéines sarcoplasmiques jouent un réle dans la consistance de la
viande cuite en formant un gel entre les éléments structuraux de la viande et les lier entre eux (Tornberg
2005).

Les protéines du tissu conjonctif sont généralement dénaturées a environ 60 °C. Le collagene se
dénature entre 53 €T 63 °C (Tornberg, 2005). A des températures comptises entre 58-65 °C, le tissu
conjonctif entre dans une étape de transition ou 'on observe une contraction et des modifications de
structure en passant de I'état natif (hélice) a une structure désordonnée (amorphe) ( Lepetit, 2008). Cela
conduit a la formation de gélatine de structure désordonnée, soluble dans l'eau, réduisant ainsi

l'adhésion entre les fibres musculaires (Boland ez 4/, 2018,).
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Figure 6 : Schéma représentatif de la dénaturation thermique des protéines myofibrillaires (Promeyrat,
2013)

e Le procédé hautes pressions conduit également a la dénaturation des protéines. Il modifie les
structures protéiques secondaires, tertiaires et quaternaires dans les muscles en perturbant leurs
conformations et les interactions moléculaires (Sikes et Warner, 2016 ; Campus, 2010). Les effets

des hautes pressions sur la viande et les produits carnés seront détaillés dans la partie suivante.

c. L’agrégation protéique

Lagrégation des protéines est un phénomene largement étudié en médecine, dans le domaine
pharmaceutique et le domaine alimentaire. L’agrégation des protéines est modulée par plusicurs facteurs
chimiques (pH, force ionique, oxydation) et physiques (élévation de température, congélation, stress

mécanique) dont :

e Le sel: les interactions électrostatiques jouent un role important dans U'intégrité de la structure de
la protéine, car l'intérieur de la protéine est riche en résidus hydrophobes tandis que sa surface est
recouverte en grande partie de résidus hydrophiles. Ces résidus d'acides aminés hydrophiles chargés
interagissent avec les molécules du solvant. Les sels sont connus pour interférer avec ces
interactions électrostatiques et ont donc des effets sur la structure, la fonction et la stabilité des
protéines. Une faible concentration en sel augmente la solubilité des protéines alors qu'une
concentration plus élevée induit I'agrégation des protéines (Alam ez al, 2017). Les protéines
montrent généralement d’abord une augmentation de la solubilité (salting in) avec 'augmentation
de la concentration en sel (de 0,3 2 1 M). Ceci est suivi par une diminution de la solubilité (salting

out) lors d'une addition importante de sel (a partir de 1 M). Le « salting in » est attribué a la réduction
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des interactions électrostatiques ou de la liaison entre les domaines hydrophiles des protéines. Ceci
conduit a l'augmentation de la charge des protéines entralnant une tépulsion électrostatique
protéine-protéine et ainsi la solubilisation. Ce processus est généralement indépendant du type
d'ion. Le « salting out », en revanche, est généralement attribué a la perte d'une surface hydrophile
stable, provoquant 'exposition des zones hydrophobes des protéines et conduisant a I'interaction,
Pagrégation et la précipitation de ces derniéres (Albarracin et al., 2011 ; Hultin ez 4/, 1995)

e La température :

—> Les traitements thermiques peuvent modifier la structure secondaire et tertiaire des protéines
(dénaturation), augmentant ainsi I'hydrophobie de surface. En conséquence de cette dénaturation thermique,
une exposition a la surface de la protéine d'acides aminés hydrophobes, qui sont principalement des acides
aminés aromatiques et des acides aminés aliphatiques a longue chalne, peut se produire et favoriser une
tendance des protéines a former des agrégats (Promeyrat e# al., 2010a). La formation et la morphologie des
agrégats thermiques dépendent de la température et du temps. Promeyrat ez /. (2010b) a proposé un modele
pour illustrer ces différentes formes d’agrégats (Figure 7). Dans ce modele, une cuisson modérée (a basse
température ou de courte durée) génere des agrégats fibreux intermédiaires, dans laquelle une interaction
longitudinale entre les fibres induit un allongement des particules. En générant un pliage de ces structures,
l'augmentation du temps de cuisson et de la température produit des agrégats amorphes ayant un aspect

circulaire.

Viande crue Cuisson modérée Cuisson forte
(Myofibrilles) (Agrégats fibreux) (Agrégats amorphes)
50 °C - 60 °C - 80 °C (<20min) 80 °C (>20min) - 100 °C - 140 °C

Figure 7 : Représentation schématique de I'agrégation protéique au cours d’un traitement thermique
(d’apres Promeyrat ez al. (2010b)
-> La congélation peut également favoriser la dénaturation et 'agrégation des protéines. I’étude de
Kajak- Siemaszko ¢7 a/. (2011) a montré une agrégation dense des protéines du muscle Longissinus dorsi de

porc apres congélation (Figure 8).
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Figure 8 : Observation d'agrégats par microscopie électronique sur muscles Longissimus dorsi de potcs

(effet de la congélation) (Kajak- Siemaszko e# al., 2011)

e L'oxydation des protéines entraine également la formation d'agrégats par les liaisons croisées
formées entre les résidus de cystéine (pont disulfure) ou de tyrosine (pont dityrosine), ainsi que par
la réaction ultérieure de carbonyles avec des groupes amino libres. Ceci est principalement dd a un
processus de dépliement (dénaturation) induit par l'oxydation, qui augmente l'hydrophobie de

surface de la protéine oxydée pendant le dépliement (Zhang, Xiao & Ahn, 2013).

I.6.2. Les phénoménes d’oxydation

a. Oxydation des lipides

L'oxydation des lipides dans la viande commence immédiatement aprés 1'abattage et se poursuit pendant le
vieillissement post-mortem, tandis que le muscle est transformé en viande, et méme pendant le stockage et
la transformation. Les parametres de traitement ont une influence sur la stabilité oxydative des produits
carnés, tels que la composition et la qualité de la viande crue, les conditions de cuisson ou de chauffage, le
traitement mécanique (broyage ou hachage), I'utilisation d'additifs comme le sel, les nitrites, les épices et les

antioxydants, le type de conditionnement, ainsi que la température de distribution et de stockage.

Les principaux substrats de I'oxydation des lipides sont les acides gras polyinsaturés qui se trouvent
généralement estérifiés au sein des triglycérides et des phospholipides. L’oxydation des lipides peut avoir
plusicurs voies réactionnelles en fonction du milieu et des agents initiateurs. Ainsi, on peut distinguer ’auto-
oxydation catalysée par la température, les ions métalliques et les radicaux libres ; la photo-oxydation, initiée
par la lumiere en présence de photosensibilisateurs et 'oxydation enzymatique initiée par les lipoxygénases
et/ou la cyclooxygénase (Niki ez al., 2005). Toutefois, les produits d’oxydation restent proches et 'oxydation

se déroule suivant un mécanisme de réactions radicalaires en chaine.

L’oxydation des lipides peut étre décomposée en trois étapes principales (Figure 9) (Cheng, 2016 ; Villiere
& Genot, 20006 : Erickson, 2002) :
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- L’initiation ou amotcage : l'initiation se produit lorsque I'hydrogeéne est extrait d'un acide gras insaturé,

produisant un radical alkyle (R°).

- La propagation : les radicaux alkyles réagissent a leur tour avec l'oxygene moléculaire pour former des
radicaux peroxyles (ROO°®). Au cours de la propagation, les interactions lipides-lipides favorisent la
propagation des radicaux libres produits lors de l'initiation en extrayant I'hydrogene de molécules adjacentes
; le résultat est un hydroperoxyde lipidique (ROOH) et un nouveau radical alkyle (R°) engageant ainsi de
nouveaux cycles réactionnels. Les hydroperoxydes, produits primaires de la réaction, sont des molécules
instables. Ils se décomposent sous I'effet de la chaleur ou des métaux en donnant naissance a des produits

secondaires.

- La terminaison : pour rompre la séquence répétitive d'étapes de propagation, deux types de réactions de
terminaison sont rencontrés : le couplage radical-radical et la décomposition des espéces radicalaires formant

d’autres produits secondaires. Dans les deux cas, des produits non-radicalaires sont formés.

Lipides insaturés (RH)

| Métaux, lumiere, traitement

(chauffage) MA@E
SA
R®
N 0,
Produits primaires ROOH w_ / \
hydroperoxydes | J
A

\ Propagation

Métaux, chaleu

Terminaison

Especes
non radicalaires

¥

Produits secondaires
volatils et non volatils

Figure 9 : Représentation schématique du mécanisme d’auto-oxydation des lipides (Villiere & Genot,
2000)

Dans certains cas, l'oxydation des lipides est souhaitable, comme par exemple pour le développement de
l'ardme typique de certains produits carnés, tels que le jambon cuit ou les produits carnés secs (jambon sec,
saucisses seches) (Martinez-Onandi ef a/, 2017 ; Benet et al, 2016, Benet ¢# al, 2015). Des centaines de
composés volatils déterminés dans la viande cuite comprennent des produits d'oxydation de lipides et

d'acides gras, pat exemple les hydrocarbures aliphatiques, les aldéhydes, les cétones, les alcools, les acides
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carboxyliques et esters. Beaucoup d'entre eux sont insignifiants pour le développement des ardmes, mais les
aldéhydes saturés et non saturés, qui contiennent 6 a 10 atomes de carbone, jouent un role important dans

ce processus (Kosowska e a/., 2017).
b. Oxydation des protéines

L'oxydation des protéines dans la viande peut étre initiée par les mémes facteurs de stress externes qui sont
responsables de l'oxydation des lipides ou par les produits secondaires d’oxydation des lipides. Parmi les
initiateurs les plus importants et les plus étudiés de l'oxydation des protéines figurent les métaux de
transition, principalement le fer, le cuivre et le manganése libérés de métalloenzymes au cours d'un
traitement thermique ou physique (broyage, hachage). L’oxydation des protéines peut concerner différentes

classes d’acides aminés (Papuc ¢z al., 2017) :

e les acides aminés basiques (lysine, histidine, arginine) : ces acides aminés présentent des fonctions
amines (NH ou NHy) sur leurs chaines latérales et sont particulicrement sensibles aux attaques
radicalaires. En présence de métaux, ils subissent une désamination oxydative conduisant a la
formation de carbonyles (Estevez, 2011).

e les acides aminés aromatiques (phénylalanine, tyrosine et tryptophane) : ils sont aussi tres sensibles a
l'oxydation en subissant des réactions d’hydroxylation sur leurs noyaux aromatiques.

e les acides aminés soufrés : ces acides aminés sont fortement sensibles a 'oxydation a cause de la forte
réactivité du groupement sulfhydryle (SH). L’oxydation de la cystéine entralne la formation des ponts
disulfure entre les chaines peptidiques et conduit a la formation de plusieurs produits d’oxydation (acide
sulfenique, acide sulfinique, acide sulfonique ...). L’oxydation de la méthionine va donner de la

méthionine sulfone et de la méthionine sulfoxyde.

La figure 10 montre le méchanisme de I'oxydation protéique ainsi que l'interdépendance entre 'oxydation

des protéines et des lipides.
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Figure 10 : Schéma simplifié montrant l'interdépendance des oxydations lipidiques et protéiques. (D’aptes
Bax, 2012)
AA: acide aminé, L-DOPA: L-dihydrophénylalanine; L-TOPA: L-trihydrophénylalanine, Dityr: dityrosine,
hydroxytrp: hydroxytryptophane, MDA: malondialdéhyde, HHE: 4-hydroxy-2-hexenal, HNE: 4-Hydroxy-
2-nonenal
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II. LE TRAITEMENT PAR HAUTES PRESSIONS DES PRODUITS
ALIMENTAIRES

II.1. La technologie des hautes pressions

Le procédé hautes pressions, également appelé « pascalisation » ou « pasteurisation a froid », est une
technologie non thermique et éco-efficace. Bien que les hautes pressions aient d'abord été appliquées
en laboratoire par Hite en 1899 pour détruire les micro-organismes dans le lait afin d'améliorer sa durée
de conservation, la technologie est considérée comme un processus émergent depuis que les premiers
systemes a échelle industrielle sont disponibles au Japon en 1990 (Farkas, 2016). Le procédé des hautes
pressions est en pleine expansion. La figure 11 illustre I’évolution du nombre de pilotes hautes pressions
dans le monde jusqu’en 2016, ainsi que la répartition de ces pilotes dans le secteur agroalimentaire.
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Figure 11 : Développement des hautes pressions dans I'industrie agroalimentaire (Tonello-Samson, 2017)

I1.1.1. Principe du traitement

Le procédé des hautes pressions est gouverné par le principe de Le Chatelier, qui s’applique a tous les
processus physiques et indique que lorsqu'un systeme a ’équilibre est perturbé, le systéme réagit de maniére
a minimiser les perturbations (Mozhaev ef al, 1994). Cela signifie que les hautes pressions stimulent les
réactions qui entrainent une diminution du volume (par exemple, transition de phase, changement de
configuration moléculaire, réaction chimique) et atténue les réactions qui impliquent une augmentation du

volume.

L’équilibre de dissociation d’une liaison chimique entre deux atomes A-B peut s’écrire :

A_B 9 Aatome + Batome
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Sa sensibilité a la pression dépend de la valeur de AV ou variation de volume lié au systéme :

AV = V (Aﬂt0m6+ Batome) - V (A-B)

Comme le principal effet de la pression est de déplacer ’équilibre vers I’état de plus faible volume, si AV <
0, la liaison chimique sera dissociée sous pression. En revanche, si AV > 0, la pression ne conduira a aucune
modification de cette dernicre. Les variations de volume et I'effet de la pression sur les liaisons chimiques

sont présentés dans le tableau 5.

Tableau 5 : AV de dissociation et effet de la pression sur les liaisons chimiques (Mozhaev ¢7 al, 1996)

AV de dissociation

Type de liaison (ml/mol) Action de la pression sur la liaison
Covalente +10 Renforcement
Ionique -10 par ion engagé Déstabilisation
Hydrophobe +3a-1 Effet de déstabilisation réduit
Hydrogéne <0,de-102a-20 Destabilisation

I1.1.2. Description de I’équipement et du process

Le pilote hautes pressions est constitué d’'une enceinte résistante a la pression couplée a un systeme de
fermeture étanche, a une pompe externe qui génére la pression et un systéme de controle pour surveiller et

enregistrer les diverses variables du processus (Figure 12).
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Figure 12 : Schéma des installations d’un pilote hautes pressions (Martin, 2010)
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Le traitement par hautes pressions se déroule en trois étapes (Figure 13) : une période initiale nécessaire
pour atteindre la pression de traitement ou temps de montée en pression (pressurisation), une période de

maintien de la pression, et une dépressurisation qui est souvent quasi-instantanée.
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Figure 13 : Cinétique de pressurisation

Pendant le traitement par hautes pressions, les aliments conditionnés dans un emballage hermétique et
souple sont placés dans une enceinte métallique dont I'intérieur est en acier inoxydable ; et ou ils sonttraités
a l'aide d'un fluide transmetteur de pression faiblement compressible, généralement de l'eau. La pression,
générée par la pompe hydraulique se maintient sans apport énergétique et s’exerce uniformément a travers
tout le produit. Le volume de ce dernier diminue d’environ 5 a 15 % en fonction de sa composition et de la
pression appliquée, mais ce phénomeéne est réversible a la dépressurisation. Le traitement par hautes
pressions hydrostatique applique une pression isostatique transmise instantanément et uniformément a
'aliment, indépendamment de sa taille et de sa géométrie. Ainsi, le produit ne ressort pas écrasé (Neetoo &

Chen, 2012 ; Yordanov & Angelova, 2010 ; Jung ez a/, 2010 ; Tonello, 1998).

Pendant le traitement par hautes pressions, aucune énetgie supplémentaire n'est requise pour maintenir les
¢échantillons a la pression souhaitée. Cependant, une montée en pression s'accompagne toujours d'une
augmentation de la température du produit pat chauffage adiabatique. L'ampleur de cette augmentation
dépend du milieu de pressurisation, du niveau de pression cible, de la vitesse de pressurisation, de I'enceinte

de pressurisation et de la température initiale (Tao ef a/, 2014)

I1.2. Effet des hautes pressions sur la biochimie des aliments

I1.2.1. Effet des hautes pressions sur ’eau

L'eau constitue le composant principal de nombreux produits alimentaires et ses propriétés sous pression
présentent un intérét particulier. La compressibilité de I'eau est modifiée sous pression, ainsi, a 20 °C, elle

est de 4 % a 100 MPa, 7 % a 200 MPa et 15 % a 600 MPa. Parallelement, cette compression adiabatique
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s'accompagne d'une élévation de température modérée, variant en fonction de la cinétique de pressutisation.
A 25 °C, l'ordre de grandeur de cette élévation de température est de 3 °C pour 100 MPa, mais elle peut étre

limitée par les échanges thermiques entre I'eau et I'enceinte (Pottier ¢z al, 2016. Grauwet ef al., 20106)

Selon le principe de Le Chatelier mentionné précédemment, les équilibres sous pression sont déplacés vers
un volume inférieur. Etant donné que le volume total de I'eau et de ses différents états peut varier, la pression
module la température a laquelle se produit la transition de phase entre 'eau liquide et la glace solide (Figure
14). Par exemple, le point de fusion atteint -22 °C pout un traitement a 210 MPa et pat ailleurs 2 20 °C la

glace ne peut se former qu’a partir de 880 MPa (Norton & Sun, 2008).

Ti=C) /
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0 200 400 G600 200 1000

p (MPa)
Figure 14 : Les différentes phases de I'eau (Makita, 1992)

Une autre propriété des systemes aqueux sous pression est le décalage de 1'équilibre de dissociation et les
changements concomitants de la valeur du pH. En effet, Martinez-Monteagudo & Saldafia (2014) ont
rapporté une diminution du pH de I'eau de 0,3 2 0,73 unité tous les 100 MPa selon sa pureté. Pour satisfaire
a la diminution de volume souhaitée par la contrainte pression, on observe une ionisation de 'eau, des sels,

des acides et des bases lors du traitement due au phénomene d’électrostriction (réarrangement des ions)

(Tonello, 1998).

Le phénomeéne d'électrostriction est donc responsable de la diminution du pH des systémes aqueux sous
pression et ce changement de pH peut atteindre une unité a 500 MPa. Ce changement de pH sous pression
est réversible et est limité par la présence d'agents tampons tels que des protéines (Jung e¢f al., 2010).
Cependant, cette acidification temporaire du milieu ne doit pas étre négligée car elle peut avoir des

conséquences sur certaines réactions biochimiques ou enzymatiques.

I1.2.2. Effet des hautes pressions sur les glucides et polysaccharides

Les hautes pressions n'ont aucun effet sur les monosaccharides et les oligosaccharides, car ils sont stabilisés

pat des liaisons covalentes. Par conséquent, la pression n'a aucun effet sur de telles structures. Par exemple
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un jus de citron frais traité 2 600 MPa voit sa teneur en glucose, fructose et saccharose totalement conservée
(Ogawa ez al.,, 1992).

En revanche, les hautes pressions peuvent conduire a la modification des structures polysaccharidiques qui
sont maintenues par des liaisons faibles. Ainsi les macromolécules glucidiques telles que les pectines,
I'amidon ou les alginates sont susceptibles d’étre modifiées par la pression. Le traitement par hautes
pressions provoque un gonflement de I'amidon, ce qui peut entrainer une gélatinisation (Simonin ez a/, 2011 ;
Vallons & Arendt, 2009). Les phénomenes induits par la pression, et en particulier la gélification, sur un
mélange amidon/eau dépendent de divers facteurs : son origine (mais, pomme de terre...), la teneur en
amidon, la température, la pression et la durée de traitement. Cependant les propriétés du gel d’amidon
préparé sous hautes pressions sont différentes de celles obtenues apres chauffage, ce qui suggere que les
mécanismes d’action sont différents. Un mécanisme en deux étapes a été proposé dans lequel la partie
amorphe des granules d'amidon est tout d'abord hydratée, ce qui conduit a leur gonflement, avant que l'eau
ne vienne hydrater la partie cristalline (Oh ¢z a/, 2008 ; Rubens ef al,, 1999). Les pectines et les alginates
peuvent également former des gels sous pression. 11 est possible de produire avec de la pectine une gelée de

fruits qui a un gout de fruit frais sans traitement thermique (Jung ez a/., 2010).

I1.2.3. Effet des hautes pressions sur les lipides

Le traitement par hautes pressions peut agir sur deux aspects des lipides. D’une patrt, le traitement par hautes
pressions entraine une modification de la température de fusion des lipides, qui peut augmenter jusqu'a 10
°C par 100 MPa. Cela implique que les lipides a I’état liquide a température ambiante peuvent cristalliser
sous pression (Medina-Meza ef al., 2014). D’autre part, les hautes pressions peuvent favoriser I’'oxydation
des lipides notamment aux niveaux de pressions nécessaires a I'amélioration de la sécurité sanitaire de
'aliment Ceci va alors engendrer une altération des propriétés organoleptiques et nutritionnelles des aliments
soumis aux hautes pressions (Lerasle ef al, 2012). Cependant, cet effet est sujet a controverse et le
mécanisme par lequel les hautes pressions favoriseraient 'oxydation des lipides n’est pas encore défini.
Plusieurs hypotheses ont été formulées concernant les causes de 'oxydation par la pression comme la
libération du fer (pro-oxydant) a partir des hémoprotéines par hautes pressions (Guyon ez al., 2016) ; ou
encore la solubilisation de 'oxygene accélérant ainsi les réactions d’oxydation des lipides (Perrier-Cornet e#

al., 2009).
I1.2.4. Effet des hautes pressions sur les protéines et acides aminés

Les quatre types de structure des protéines sont stabilisées par des liaisons peptidiques, des liaisons
hydrogene, des liaisons disulfures, des interactions hydrophobes, des interactions ioniques et des
interactions de van der Waals (Cheung & Mehta, 2015). L'effet de la pression sur les protéines est
conditionné par son action sur les différents niveaux de structure de celles-ci. La structure primaire n'est pas
affectée par les hautes pressions. La structure secondaire est modifiée par des pressions élevées (>700 MPa)

conduisant a une dénaturation irréversible mais les changements apportés dépendent de chaque protéine et
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ne semblent pas pouvoir étre prévus. Cela pourrait s’expliquer par le fait que les liaisons hydrogene,
responsables du maintien de la structure hélicoidale des peptides, sont renforcées a basse pression et ne se
rompent qu’a trés haute pression (Heremans, 1993). La déstructuration de la structure tertiaire, maintenue
principalement par des interactions hydrophobes et ioniques, intervient a partir de 200 MPa. La structure
quaternaire, par les liaisons qui la maintiennent, est trés barosensible et est affectée a des pressions de ordre
de 100 a 150 MPa. La modification structurale des protéines est généralement irréversible pour des niveaux

de pression supérieurs a 200 MPa (Jung ez a/,, 2010, Balny & Masson, 1993).

Zhang ¢t al. (20172) ont mis en évidence les effets de la pression (100 a 500 MPa — 20 min) sur la
conformation des protéines myofibrillaires de la viande de poulet. Un désordre de la structure secondaire a
été mis en évidence par spectroscopie Raman. Au fur et a mesure que la pression augmente, ’hélice o et les
feuillets B se changent en enroulement aléatoire et en "coudes" B. Enfin, les structures tertiaires et
quaternaires sont affectées par la pression conduisant a un changement de ’hydrophobie de surface et de la

teneur en groupements sulfhydryles.

Pendant le changement depuis 1'état natif, la protéine évolue dans divers états conformationnels avant de
devenir completement dénaturée. Ces différents états de la protéine seront donc accessibles pour la
formation de nouvelles interactions non covalentes ou des liaisons covalentes, conduisant a la coagulation,
a l'agrégation ou a la gélification (Aryee, Agyei & Udenigwe, 2018). En effet, les changements dans les
structures tertiaires, quaternaires et plus largement secondaires augmentent les interactions protéiques et
favorise l'agrégation due a l'exposition des acides aminés hydrophobes a la surface de la protéine (Foegeding
& Davis, 2001). La formation de gel est également une conséquence de la dénaturation des protéines par la
pression. Le dépliement de la structure protéique conduit a 'exposition des résidus d’acides aminés
hydrophobes qui se réarrangent, s’associent et s’agrégent de manicre irréversible en formant des ponts
disulfures, des liaisons hydrogene, des interactions hydrophobes et forment ainsi un réseau tridimensionnel
(Aryee ¢ al., 2018). Toutefois, 'impact et I'étendue de la dénaturation induite par la pression dépendent de
facteurs intrinseques et extrinseques, tels que la concentration, le pH, la force ionique, le niveau de pression,
la dutée et la température (Grossi ez al., 2016). Dans l'ensemble, la modification de la structure de la protéine
induite par la pression entralne des modifications des propriétés fonctionnelles telles que la couleur, la

texture, la capacité de gélification et les propriétés émulsifiantes.

Les enzymes constituent une classe particuliere de protéines dans lesquelles l'activité biologique provient
d'un site actif qui est intégré dans la configuration tridimensionnelle de la molécule. Méme de petites
modifications du site actif peuvent entrainer une perte d'activité enzymatique. Comme la dénaturation des
protéines est associée a des changements conformationnels, elle peut modifier la fonctionnalité de 'enzyme
(par exemple, augmentation ou perte de l'activité biologique, modification de la spécificité des substrats). Il
a été montré que des pressions relativement faibles (<100 MPa) activent certaines enzymes (Jolibert ez a/.,

1993). Cet effet de stimulation n'est cependant observé que pour les enzymes monomériques. En revanche,
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des pressions beaucoup plus élevées induisent généralement une inactivation de l'enzyme (Hendrickx e @,

1998, Eisenmenger & Reyes-De-Corcuera, 2009).

I1.3. Effet des hautes pressions sur les micronutriments
Les vitamines sont des molécules de petites tailles dont la structure n’est formée que de liaisons covalentes.
Ainsi, un traitement par hautes pressions seul n’affecte pas les vitamines car il n’agit pas sur les liaisons
covalentes. Une extraction des vitamines assistée par les hautes pressions serait donc envisageable du fait
de leur barostabilité (Jung, 2016). Par exemple, ne augmentation de 24 % de la vitamine A a été rapportée
apres traitement de la purée de tomate a 400 MPa pendant 15 min a 25 °C (Sanchez-Moreno, 2004).
Toutefois, l'effet des hautes pressions sur la teneur en vitamines des produits alimentaires pressurisé varie
largement en fonction des conditions de traitement et du produit traité. La plupart des molécules colorantes
et odorantes sont, elles aussi, trés stables ce qui permet aux aliments de conserver leur couleur (par exemple

la couleur due aux anthocyanes) et leur ardme (Perrier-Cornet ez al., 2009).
I1.4. Effet des hautes pressions sur la microbiologie des aliments

L’inactivation des microorganismes par le traitement par hautes pressions est influencée par plusieurs
facteurs. D’abord, par le type de microorganisme (bactéries, levures ou moisissures), leur nature (spores,
cellules végétatives, Gram positif ou négatif), le genre, 'espece, la souche et la phase de croissance. La figure

15 résume la résistance des divers microorganismes a la pression.

Levures/ Bactéries Bactéries
Moisissures (bacilles) (coques)

Spores

- Résistance a la pression +

Figure 15 : Résistance des microorganismes a la pression (d’apres Daryaeti ef al., 2016)

A part le type de microorganismes, le taux et la cinétique d’inactivation des microorganismes dépendent
également du niveau de pression appliqué, de la durée du traitement, de la température, du pH, de l'activité
de 'eau et de la composition des aliments. En général, 'inactivation des microorganismes augmente avec la
pression (Hugas ef a/., 2002). La nature du produit alimentaire, par exemple une faible activité de I'eau, une
forte teneur en matiéres grasses et en protéines et une concentration élevée en solutés ont été identifiées
comme des facteurs importants pouvant augmenter la barotolérance des microorganismes et réduire
l'inactivation bactérienne, permettant ainsi le recouvrement des cellules endommagées (Rendueles e af,

2011).
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I1.4.1. Effet des hautes pressions sur les bactéries
L'inactivation des bactéries par la pression est attribuée a divers types de dommages qui s'accumulent a
l'intérieur de la cellule notamment des modifications de la perméabilité et de la morphologie cellulaires,
l'inhibition des réactions physiologiques essentielles au maintien, 2 la survie et a la reproduction des cellules,

ainsi que des mécanismes génétiques (Syed et a/., 2016 ; Bajovic ez 4/.,2012).

Le principal site d'inactivation microbienne induite par la pression est la membrane cellulaire. Les hautes
pressions peuvent perturber son intégrité et modifier ses propriétés, notamment en diminuant la fluidité de
la membrane, en provoquant une transition de phase de la bicouche lipidique membranaire et en dénaturant
les protéines liées a la membrane (Rivalain e a/, 2010). La perte de l'intégrité membranaire se traduit par
une séquence d’événements néfastes a la viabilité cellulaire : une fuite du contenu intra cytoplasmique, un
changement de la pression osmotique, une perte de fonction de certaines enzymes. Ces lésions vont alors
perturber le fonctionnement de la membrane et aboutir a une plus grande perméabilité membranaire et une
déstabilisation des gradients électrochimiques menant a la mort de la cellule (Lerasle ez /., 2012).

I1.4.2. Effet des hautes pressions sur les spores bactériennes

Les spores bactériennes représentent un défi pour la technologie par hautes pressions et de plus amples
informations sur leur résistance sont nécessaires. Les spores microbiennes en suspension dans les aliments
ou un systéeme modele de laboratoire pourraient étre inactivées par un traitement par hautes pressions mais,
par rapport aux cellules végétatives, les conditions de traitement doivent étre extrémes: pression plus élevée
et longue durée d'exposition a température élevée. Margosch ez 4/, (2006) ont montré qu’une augmentation
de la pression (600 2 1400 MPa) et une augmentation de la température (90 2 110 °C) accélerent l'inactivation
des spotes de Clostridium botulinum. Quelques exemples d’inactivation de spores bactériennes par les hautes

pressions sont présentés dans le tableau 6.

Tableau 6 : Exemples d’inactivation de spores par les hautes pressions

Réduction de la charge

Microorganismes Milieu Baréme de traitement . ) Références
microbienne
Bacillus cereus Lait 600 MPa - 70 °C - 20 min -4log UFC Evelyn ez al. (2017)
Clostridi Bouillon d
ostrdm OMROREE 600 MPa - 75 °C- 20 min ~2.2log UFC Evelyn & Silva (2016)
perfringens beeuf

Bacillus coagulans

Jus de tomate

600 MPa - 75 °C - 10 min

En dessous de la limite de
détection < 10 UFC/ml)

Daryaei &
Balasubramaniam (2013)

Clostridium

Purée de carotte

600-800 MPa - 80-116 °C -

> 5.5 log UFC Margosch ¢ al. (2004
botulinum 060 min >ologU argosch ef al. (2004)
Clostridium Chair d b
1r T
botulinum HECCEEPE g7 MPa - 75 °C - 20 min > 6 log UFC Reddy e al. (2006)
nonproteolytic type B
Bacillus subtilis Emulsion d > 9 log UFC
m

Bacillus HSIONEE T 621 MPa - 98°C - 5 min Wilson & Baker (2001)

i viande > 10 log UFC
stearothermophilus
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Entre autres, les hautes pressions ont été signalées comme pouvant induire des changements
morphologiques visibles dans les structures des spores. Par exemple, la pressurisation des spores de Bacillus
cerens aurait entrainé un allongement et un aplatissement des spores lorsqu’elles ont été traitées a 300 MPa
(20 °C, 5 °C, 5 min) et une « rupture » des spores lorsqu’elles sont traitées a 500 MPa (20 °C, 5 min) (Gola
et al, 1996). Des altérations physico-chimiques des composants des spores poutraient étre a l'origine des
modifications morphologiques rapportées. Cependant, les événements exacts au niveau moléculaire sont
inconnus et il ne peut étre exclu que l'initiation de la germination puisse jouer un role dans certains des

changements morphologiques observables apres les traitements par hautes pressions.

Une stratégie pour inactiver les spores consiste 4 initier la germination des spores par un traitement par
hautes pressions, puis a inactiver les formes germées a I'aide d’un second traitement (hautes pressions,
traitement thermique, irradiation). Par exemple, Nguyen Thi Minh e# a/. (2010) ont montré qu’un premier
traitement par hautes pressions pendant 30 min a 350 MPa et a 40 °C, un maintien a la pression
atmosphérique pendant 30 min et un second traitement par hautes pressions a 350 MPa et a 40 °C pendant

10 min peuvent induire une destruction des spores de Bacillus subtilis d'environ 5 log.

Une étude de Raso ¢f a/. (1998) a également montré qu’une germination des spores de Bacillus cerens pourrait
étre induite par une pression hydrostatique a partir de 100 MPa, les cellules végétatives résultantes sont
ensuite sensibles aux conditions environnementales. Toutefois, la sensibilité des spores germées sous
pression dépend de la pression exercée. Ainsi, les spores germées a basse pression (100 MPa) sont beaucoup
plus sensibles a une inactivation ultérieure par pression (600 MPa) ou par d’autres agents létaux que les

spores germées a une pression plus élevée (500 MPa) (Wuytack ez al, 1998).

I1.4.3. Effet des hautes pressions sur les autres microorganismes

Les levures et moisissures sont plus sensibles a la pression que les bactéries (Daryaei ef al, 2016). Des
traitements compris entre 200 et 400 MPa suffisent généralement a les inactiver (Cheftel, 1995). Cependant,
des exceptions persistent. Par exemple Saccharomyces cerevisiae semblent étre plus résistantEs que les bactéries
Gram négatif, Candida parapsilosis n’est pas totalement inactivée apres un traitement de 400 MPa a

température ambiante lorsqu’elle est introduite dans de la confiture de fraise.
I1.5. Application des hautes pressions sur les produits carnés

Actuellement, les chercheurs et les technologues manifestent un intérét considérable pour l'application du
traitement par hautes pressions en tant que technologie de conservation non thermique et de
décontamination / pasteurisation / stérilisation pour prolonger la durée de conservation et la sécurité des

viandes et produits carnés.
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I1.5.1. Impact des hautes pressions sur la microbiologie des produits carnés

L'un des principaux avantages des hautes pressions réside dans leur capacité a prolonger la durée de
conservation et a améliorer la sécurité des aliments grace a I'inactivation des populations microbiennes. La
réponse a la pression des microorganismes végétatifs pathogénes et d'altération dans la viande et les produits
carnés est variable, et dépend des parameétres du procédé tels que la pression, la température et le temps de
traitement, ainsi que des parametres tels que le pH, P'activité de I'eau, la teneur en sel et la présence d'autres

antimicrobiens comme les additifs (Rendueles ¢ a/., 2011).

a. Impact sur la flore d’altération des produits carnés

Pour la plupart des bactéries végétatives et des microorganismes d'altération, des réductions significatives
(> 4 log UFC) dans la population microbienne sont obtenues lorsque des pressions de 400 a 600 MPa sont
appliquées a température ambiante (Bajovic e a/., 2012). Les entérobactéries et les bactéries lactiques sont
les principaux responsables de la détérioration microbiologique des produits carnés. Les études sur I’action
des hautes pressions sur les entérobactéries s’accordent en général pour montrer qu’un traitement a 200
MPa suffit a rendre le nombre d’entérobactéries inférieur a la limite de détection apres traitement, mais
également au cours d’un stockage réfrigéré (Rubio ez af., 2007 ; Garriga ez al., 2004). Par ailleurs, la résistance
des bactéries lactiques a été plusieurs fois rapportée dans la littérature. Jofré ef al. (2009) ont par exemple
observé une réduction du nombre de bactéries lactiques (-4,6 log UFC/g) juste aprés un traitement par
hautes pressions (600 MPa, 6 min, 31 °C) sur du jambon cuit. Cependant, un recouvrement a été observé
en fin de stockage. Le méme constat a été fait par Han ez a/. (2011), Slongo et al. (2009) et Garriga et al. (2004)
sur du jambon cuit et par Diez ef a/. (2008) sur du boudin. Cette barorésistance des bactéries lactiques peut
se révéler particulicrement intéressant dans 'optique de la biopréservation de produits carnés par I'utilisation
de souches protectrices. Des exemples d’inactivation de la flore aérobie mésophile dans des produits carnés

sont présentés dans le tableau 7.

b. Impact sur les bactéries pathogénes des produits carnés

Les hautes pressions sont largement utilisées dans différents pays en tant que technologie de
décontamination post-traitement pour des produits carnés cuits et saumurés, afin d'éliminer les risques liés
aux agents pathogenes, notamment Salmonella spp., Escherichia coli O157: H7T et Listeria monocytogenes (Hygreeva
& Pandey, 2016). Listeria monocytogenes est un agent pathogéne qui préoccupe grandement l'industrie de la
viande, car cet agent pathogéne est omniprésent et se développe méme dans des conditions réfrigérées en
présence de sel et de nitrite (Myers ef al., 2013). De nombreuses études ont été menées sur les effets des
hautes pressions sur linactivation de microorganismes pathogenes dans différents produits carnés.

Quelques exemples sont donnés dans le tableau 8

32



Synthese bibliographique

Tableau 7 : Inactivation de la flore mésophile aérobie dans quelques produits carnés (d’aprés Simonin ef a/. (2012) avec quelques ajouts)

Produits

Traitement HP appliqué

Réduction logarithmique par rapport au témoin
non traité

Références

Produits crus

Porc mariné

450 MPa, 8 °C, 3 min

< 5log UFC/g a 31 jouts de stockage

Wang ef al. (2015)

Mélée de porc crue

350 MPa, 20 °C, 6 min

- 1,5 log UFC/g immédiatement aptés traitement
- 1,5log UFC/g aptes 12 j de stockage (+ rupture de
la chaine du froid)

Duranton e al. (2012b)

500 MPa, 20 °C, 6 min

- 3 log UFC/g immédiatement aptés traitement
- 4,8 log UFC/g apres 12 j de stockage (+ rupture de
la chaine du froid)

Duranton ef al. (2012b)

Boeuf marinée

600 MPa, 31 °C, 6 min

- 6,51 log UFC/g aprés traitement

Garriga ef al. (2004)

Beeuf cru

560 MPa, 10 °C, 4 min

- 2,51log UFC/g le jour aprés traitement
- 4 log UFC/g aprés 4 semaines de stockage

Jung ez al. (2003)

Saucisses de volailles

500 MPa, 50 °C, 10 min

- 3,28 log UFC/g le jour aprés traitement

Yuste ez al. (2000)

500 MPa, 60 °C, 10 min

- 5,18 log UFC/g le jour aprés traitement

Yuste ez al. (2000)

Produits secs

Saucisses type chorizo

350 MPa, 20 °C, 15 min

Réduction inférieure a 1 log apres traitement

Ruiz-Capillas ez a/l. (2007b)

Beeuf séché « Cecina

de Leon »

500 MPa, 18 °C, 5 min

- 1,66 log UFC/g immédiatement aprés traitement
- 2,55 log UFC/g aptes 60 j de stockage

Rubio e al. (2007)

Jambon cru

600 MPa, 31 °C, 6 min

- 2,7 log UFC/g aptes traitement

Garriga ef al. (2004)

Produits cuits

Wieners (saucisse)

600 MPa, 8 °C, 3 min

< 1log UFC/g a 12 semaines de stockage

Pietrasik ez al. (2017)

Jambon cuit

600 MPa, 10 °C, 10 min

- 0,5log UFC/g le jour apreés traitement
- 4 log UFC/g apres 68 j de stockage a 7 °C

Vercammen ez al. (2011)

Saucisses de Francfort

400 MPa, 30 °C, 10 min

- 2,16 log UFC/g apteés traitement

Ruiz-Capillas e al. (20072)

Jambon cuit

600 MPa, 20 °C, 10 min

- 42 5log UFC/g apres 8 semaines de stockage

Pietrzak et al., 2007

Jambon cuit

300 MPa, 20 °C, 15 min

- 0,3 log UFC/g aptes traitement

Lépez-Caballero e al. (2002)

Jambon cuit en

tranches

400 MPa, 7 °C, 20 min

- 2,34 log UFC/g aptes traitement

Lépez-Caballero ez al. (1999)
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Tableau 8 : Exemples d’étude sur ’effet des HP sur les pathogenes de produits carnés (adapté de Simonin e# a/. (2012))

. . . . .o Réduction logarithmique ox
Genre/Espéce Produit traité Traitement appliqué (log UFC/g) Références
. 600 MPa, 5 ou 20 °C,0 ou | -4 sur les 6 initialement inoculés immédiatement apres HP ..
Jambon cuit . . . S o Teixeira ez al, 2016
30 min Recouvrement total apres 4 semaines de stockage a 4 °C
Carpaccio de beeuf 450 MPa, 12 °C, 5 min -1,1 sur les 6,7 initialement inoculés, immédiatement apres HP Bravo ez al. (2014)
. Tranche de jambon 600 MPa, 3 min, 17 °C En dessous de la hrmt‘e de (’i\etectlf)n immédiatement apres HP Myers et al. (2013)
Listeria Pas de recouvrement jusqu’a 154 jours de stockage
monocytogenes . o . - 4 sur les 4 initialement inoculés, immédiatement aprées HP
Jambon cuit 400 MPa, 17°C, 10 min Recouvrement jusqu’a 8 log UFC/ g aprés 60 j de stockage réfrigéré Matcos f al. (2008)
. . -4 sur les 4 initialement inoculés, immédiatement apres HP ,
o >
Jambon cuit 600 MPa, 10 °C, 5 min Pas de recouvrement pendant les 90 j de stockage a 1 °C ou 6 °C Jofré et al. (2008)
Escalope de dinde 500 MPa, 20 °C, 1 min -0,9 sur les 7 initialement inoculés, immédiatement aprés HP Chen (2007)
Beeuf jerky 600 MPa, 22 °C, 1 min -5,36 sur 7,43 1n1t1alemen:c 1noc.ules, immédiatement apres HP Scheinberg ¢f al. (2014)
Pas de recouvrement apres 14 jours de stockage
Jambon sec fumé 600 MPa, 13 °C, 5 min -1,5 sur les 1,5 1n1t1flle.m’er}t inoculés. Pas de recouvrement pendant Stollewerk ef al. (2012)
112 j de stockage réfrigéré
Salmonella spp -3,5 sur les 3,5 initialement inoculés. Pas de recouvrement pendant
Jambon cuit 600 MPa, 31 °C, 6 min 120 j de stockage 4 4 °C Joftré et al. (2009)
Viande de poulet mixée o . -3,26 ou -4,35 (en fonction de la quantité de gras et du type de gras .
avec différentes huiles 400 MPa, 20 °C, 30 min utilisé). Recouvrement au bout de 60 j de stockage a 2 °C. Escriu ¢/ al, (2009)
. Réduction au bout de 60 ja 4 °C:
Staphylococcus | JAmbon cuit 1,3 (sur les 3,5 inoculés)
Jambon sec 600 MPa, 31 °C, 6 min ’ L ) Jofté et al. (2009)
aureus Beeuf mariné - 1,3 (sur les 3,5 inoculés)
xu - 2,5 (sur les 3,5 inoculés)
FEscherichia coli . . o . -3 sur les 7,5 initialement inoculés, stable au cours des 20 j de
AW1.7 Z;i‘ﬁif de volaille 400 MPa, 40°7°C, 30min 1 1ge 2 4°C, Liu ef al, (2012a)
600 MPa, 40 °C, 30 min -4,5 sur les 6 initialement inoculés, immédiatement apres HP
-3,48 sur les 7,3 initialement inoculés, immédiatement apres
o o . . .
Escherichia coli Beeuf jerky 600 MPa, 22 °C, 1 min pression \ ' Scheinberg ez al. (2014)
Pas de recouvrement apres 14 jours de stockage
0157 : H7 : - - - -
. . - 4 apres traitement mais recouvrement total au bout de 28 j de | Gill & Ramaswamy
Salami 600 MPa, 3 min o
stockage a 4 °C (2008)
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I1.5.2. Impact des hautes pressions sur la qualité des produits carnés

a. Impact sur la couleur

La couleur de la viande dépend de la quantité et du type de myoglobine présente dans le muscle (Campus,
2010). Le traitement par hautes pressions provoque des changements de couleur drastiques dans la viande
fraiche, en particulier lindice de rouge (a*), et n'est donc pas considérée comme appropriée pour les
applications commerciales (Bajovi ¢f al, 2012). Les changements de couleur de la viande crue apres
traitement par hautes pressions ont été rapportés comme étant liés a la dénaturation des protéines
myofibrillaires et sarcoplasmiques (Ma & Ledward, 2013 ; Zhou ef al., 2010). Goutefongea ez al. (1995) ont
supposé que la dénaturation des protéines myofibrillaires affectait I'opacité résultante de la viande par
modification de la répartition entre lumiere réfléchie et absorbée (augmentation de la réflexion de la lumiére)
et ainsi augmentait U'indice de clarté (L*) de la viande. Catlez e al, Cheftel (1995) ont suggéré que la
décoloration de la viande rouge apres un traitement par hautes pressions est due a un effet « blanchissant »
probablement lié a la dénaturation de la myoglobine, qui se produirait entre 200 et 350 MPa provoquant
une augmentation des valeurs de clarté L* et transformant la couleur rouge du beeuf en un rose plus pale.
L'oxydation de la myoglobine en metmyoglobine quand la viande est traitée a des pressions = 400 MPa
entrainerait également une perte de la couleur rouge (diminution des valeurs de I'indice de rouge a*) et
transformant la couleur rose pale en un gris-brun pale (Carlez ¢z al, 1995). Les différentes formes possibles

de la myoglobine dans la viande sont montrées sur la figure 16.

Deoxymyoglobine

Carboxymyoglobine

-Fet* — +CO
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(Rouge vif) Oxydation —=———p (Brun)

Figure 16 : Les modifications de la myoglobine dans la viande crue (Schumann & Schmid, 2018)
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En régle générale, une pression élevée ne modifie pas la couleur des viandes saumurées. A des pressions
supérieures a 200 MPa, le jambon sec présente une diminution de 'indice de rouge (Cava ez al., 2009) : les
changements de couleur induits par la pression étaient évidents juste apres le traitement mais n'ont pas été
observés apres 60 et 90 jours de stockage. Une explication de cette stabilité relative de la couleur dans les
produits carnés saumurés traités par hautes pressions est la résistance du pigment nitrosylmyoglobine a

'oxydation (Pietrzak ef al., 2007).
b. Impact sur la texture

Des études ont montré qu’une pression modérée (<200 MPa) peut attendrir la viande lorsqu'elle est
appliquée en pré-rigor c’est-a-dire quelques heures apres 'abattage. Cependant elle n'a pas d'effet marqué
sut la viande post-rigor a basse température (<30 °C). Le traitement par hautes pressions n’améliore la
tendreté de la viande post-rigor que lorsqu'il est appliqué a des températures plus élevées (40 a 60 °C) (Sun
& Holley, 2010). L'effet de la pression peut étre le résultat de la dissociation du complexe actine-myosine
par dénaturation et/ou l'activation de protéases telles que les cathepsines et / ou l'inactivation des calpaines
(deux enzymes impliquées dans l'attendrissage de la viande) par la pression ou la rupture des fibres du muscle

conjonctif (Neetoo & Chen, 2012).

Concernant les produits carnés transformés, les études varient selon les produits et les barémes de
traitement. Ainsi, Clariana ef a/. (2011) ont observé une augmentation de la dureté du jambon sec apres
traitement 2 500 MPa a 15 °C pendant 6 min tout au long du stockage de 50 jours, tandis que Pietrzak ez a/.
(2007) n’ont observé aucun changement sur la dureté du jambon cuit traité a 600 MPa a 20 °C pendant 10
min. Rubio ef /. (2007) n’ont observé aucune différence de texture du beeuf séché apres un traitement de
500 MPa (18 °C, 6 min), et ceci pendant 210 jours de stockage a 6 °C. De méme, Garcia-Gil ¢7 a/. (2014)
n’ont pas observé de modification significative de la dureté sur du jambon sec traité a 500 MPa (7 °C, 10

min).

Par ailleurs, le traitement par hautes pressions peut également contribuer au maintien de la texture et de la
jutosité des produits carnés a teneur réduite en sel. L'une des principales fonctions du sel dans les viandes
transformées est la solubilisation des protéines myofibrillaires de la viande augmentant ainsi leur hydratation
et leur capacité de liaison a ’eau. L'augmentation de la capacité de rétention d'eau de la viande réduit les
pertes lors de la cuisson, augmentant ainsi la tendreté et la jutosité du produit carné (Inguglia et al. 2017 ;
Desmond, 20006). La réduction en sel peut donc conduire a des modifications négatives sur les propriétés
de texture et de rétention d’eau des produits carnés. Tamm et al. (2016) ont montré que la pressurisation a
100 MPa de la viande apres le saumurage a des effets positifs sur le réseau protéique du jambon cuit réduit
en sel améliorant ainsi sa capacité de rétention d’eau. De méme, Yang e a/. (2015) ont montré qu’une
pression de 200 MPa (10 °C, 2min) a contribué a une diminution des pertes de cuisson et a 'amélioration
des propriétés texturales de saucisse de porc réduite en sel. Les mémes constats ont été montrés par Crehan

et al. (2000) sur des saucisses de Frankfurt traitées a 150 MPa (20 °C, 5min). Le traitement par hautes
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pressions pourrait donc étre considéré comme un pré-traitement de la viande entrant dans la fabrication de

produits carnés.

c. Impact sur les phénomeénes d’oxydation

e Impact sur oxydation des lipides

L'oxydation des lipides est un paramétre important pour déterminer la stabilité et la qualité sensorielle des
produits traités par hautes pressions et influengant leur acceptabilité (Pottier ¢z a/., 2016). Des niveaux de
pression élevés (> 300 MPa) accélerent 'oxydation des lipides dans les produits carnés, conduisant a des
composés primaires (dienes conjugués et hydroperoxydes) et secondaires (composés carbonylés, cétones,
alcools et aldéhydes) (Jofré & Serra, 2016). Les hautes pressions accélerent généralement 'oxydation des
produits carnés au cours du stockage ; toutefois, en fin de stockage, le niveau d’oxydation du produits traités

par hautes pressions reste identique a celui du témoin non traité (Fuentes e a/, 2010 ; Orlien ez a/., 2000).

Cependant, plusieurs études ont conclu que le traitement a des pressions supérieures a 350 MPa a un effet
pro-oxydant sur différents types de viande (porc, beeuf, poulet, ...) (Guyon et al, 2016). Différents
mécanismes ont été proposés pour expliquer 'oxydation lipidique induite par la pression, méme si elle reste
encore incertaine. En général, il a été suggéré que la pression déclenche l'oxydation des lipides par deux
mécanismes : une plus grande accessibilité pour le fer a partir des hémoprotéines et une rupture des
membranes lipidiques (Bolumar ¢ a/., 2014). L’oxydation des lipides est également impactée par le mode de
conditionnement des produits : conditionner sous atmosphere modifiée ou bien sous vide permettrait de

limiter 'accélération de oxydation induite par la pression (Campus ¢# a/, 2008, Andrés ef al., 20006).
e Impact sur ’oxydation des protéines

Les études rapportant les effets des hautes pressions sur 'oxydation des protéines sont moins nombreuses
que celles relatant les effets des hautes pressions sur 'oxydation des lipides. Cependant, il apparait que
l'oxydation des protéines se produit dans les mémes conditions de pression que celles trouvées pout
l'oxydation des lipides (c'est-a-dire a partir de 300 MPa). En effet, Jung e 4/ (2003) n'ont signalé aucun effet
du traitement a 300 MPa (15 °C - 5 min) sur les teneurs en carbonyles de la viande de boeuf alors qu’a 600
MPa une augmentation significative de la teneur en carbonyles est observée. Cependant, Cava e /. (2009)
n'ont montré aucun changement dans la teneur en carbonyles du jambon sec apres le traitement par hautes

pressions (200-300 MPa, 15-30 min, 14 °C) et pendant 90 jours d'entreposage réfrigéré.

L’apparition concomitante de 'oxydation des protéines et des lipides a été observée dans plusieurs études.
Guyon (20106) a suggéré un mécanisme synergique de 'oxydation des lipides et des protéines de la viande
traitée par hautes pressions (Figure 17). Dans cette étude, 'auteur a montré que les indicateurs de 'oxydation
des protéines (composés carbonylés, diminution en groupement thiols) sont modifiés mais évoluent peu
lors du stockage, tandis que les indicateurs de 'oxydation des lipides (dienes conjugués, MDA, hexanal) sont

plutot peu modifiés directement apres traitement mais leur formation est favorisée au cours du stockage.
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De plus, le suivi couplé des indicateurs d’oxydation a montré une corrélation positive entre 'augmentation
de la teneur en hexanal et 'apparition de protéines carbonylées juste aprés pression, avec une diminution
apparente de la teneur en TBARS (produits d’oxydation lipidique secondaire réagissant avec l'acide 2-
thiobarbiturique). Ceci indiquerait donc une synergie entre 'oxydation des lipides et celle des protéines sous
hautes pressions. Les mémes conclusions ont été suggérées par Fuentes e 4/ (2010) sur du jambon sec.
Dans leur étude, ils ont pu corréler de facon positive la concentration en composés volatiles dérivés de
I'oxydation des lipides (hexanal, octanal et nonanal) et la concentration en semialdehydes provenant de
I'oxydation des protéines (x-aminoadipique et Y-glutamique semialdéhyde) ce qui soutient l'interaction

proposée entre les phénomenes d'oxydation des lipides et des protéines.
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Figure 17 : Mécanismes oxydatifs dans une viande sous vide apres un traitement par hautes pressions —

les annotations en rouge correspondent aux modifications sous hautes pressions (Guyon, 2010)

I1.6. Réglementation relative a I'utilisation des hautes pressions sur les produits alimentaires

La commercialisation de produits alimentaires traités par hautes pressions a suscité deux attitudes différentes
a I'égard de la réglementation, que ce soit au sein de I'Union Européenne ou en dehors. Dans les pays en
dehors de I'Union Européenne, il n'existe actuellement aucune législation particulicre pour le traitement par
hautes pressions. Aux Ftats-Unis, les réglementations sanitaires traditionnelles sont appliquées. Dans ce
pays, il existe déja le marché des produits sur traités par hautes pressions comme du guacamole, des huitres,
des jus de fruits sans réglementation spécifique.

En Europe, et donc en France, c’est le reglement européen dit « Novel food » qui fait référence (réglement

CE n° 258/97) depuis 1997, révisé en 2015 (reglement UE 2015/2283 qui a été mis en application depuis
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le 1er janvier 2018). Cette législation établit une évaluation et un systéme de licence obligatoire pour les
nouveaux aliments et les nouveaux procédés. Les aliments traités par hautes pressions sont des aliments
nouveaux cat ils remplissent deux conditions : leur histoire de consommation humaine a été jusqu'a présent
négligeable et deuxiemement, ils ont été produits par un nouveau procédé de fabrication (Hugas ez 4/, 2002).
Plusieurs agences sanitaires nationales, dont ’Agence nationale de sécurité sanitaire de I’alimentation, de
Ienvironnement et du travail (ANSES), ont rendu des avis favorables concluant a I'innocuité et a I'efficacité
des traitements pat hautes pressions a froid, sur les aliments et leurs emballages. La plupart des applications
industrielles sont donc maintenant possibles sans expertise préalable dans plusieurs pays Européens. En
2010, PANSES a reconnu qu’un traitement par hautes pressions n’induisait pas de substances nocives,
jusqu’a une pression de 600 MPa, pendant une durée de 2 a 5 minutes avec utilisation d’eau a température
ambiante ou refroidie (Saisine n° 2010-SA-0193 « concernant les traitements par hautes pressions
hydrostatiques sur des aliments emballés » (AFSSA, 2010a). Les industriels sont donc exonérés de la
constitution et de la validation d’un dossier d’autorisation européen, si ces conditions sont respectées. Cette
saisine a été complétée par la saisine n°2010-SA-0204 (AFSSA, 2010b) relative a I’évaluation de I'impact
d’un traitement de pascalisation (hautes pressions) sur des plats cuisinés. En 2016, PANSES a émis une
saisine concernant la pasteurisation assistée par hautes pressions (600 MPa — 65 °C — 10 min) pour la
transformation de foies gras avec une date limite de consommation de 80 jours. Cette saisine était nécessaire
car ces produits sortent du cadre de la saisine 2010-SA-0193 par I'application de températures supérieures

(65 °C) (Arnaud, 2017).

III.LA BIOPRESERVATION DES PRODUITS CARNES

ITII.1. Microbiologie des produits carnés

Le microbiote initial de la viande et des produits carnés est variable, inhérent aux especes animales et aux
étapes de fabrication et manipulation ultérieures. De méme, les conditions de stockage, telles que les
procédures de conditionnement et la température, influencent également la croissance microbienne pendant
la durée de conservation des produits carnés. Une étude effectuée par Chaillou ez a/. (2015) sur quatre
différents produits carnés (viande de beeuf, de veau, saucisse et lardons) a montré que les especes
bactériennes détectées étaient similaires a celles décrites dans les microbiotes des animaux. Cette étude a
également montré que les conditions de stockage et le traitement de la viande exercent une pression sélective
sur les especes bactériennes, sélectionnant ainsi les populations bactériennes qui se développent durant la

conservation des produits.
ITI.1.1. La flore d’altération
Les bactéries responsables des altérations des produits carnés sont généralement moins étudiées que les

bactéries pathogenes. Pourtant, l'altération des produits est problématique a la fois parce qu’elle rend les

aliments impropres a la consommation humaine et parce qu’elle entraine des pertes économiques
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importantes lorsque les produits doivent étre retirés du marché. Une des raisons de ce manque d’information
est que altération microbiologique est rarement le fait d’une seule espece de microorganismes mais d’une

combinaison d’espéces qui interagissent.

Les bactéries identifiées dans la viande sont majoritairement des bactéries psychrotrophes et anaérobies
facultatives du fait de leur aptitude a croitre dans un environnement a basse température, sous atmospheére
modifiée ou sous vide. Cela conduit au développement de bactéries telles que les entérobactéries :
Acinetobacter, Enterobacter, Hafnia, Proteus, Serratia, Aeromonas, Alcaligenes, Providencia ou encore Psendomonadaceae.
Les firmicutes sont également bien représentés avec les gentres Brochothrix, Carnobacterium, Enterococcus,

Lenconostoe, Weissella, Lactobacillus et Lactococcus (Lagorec & Champomier-Verges, 2017).

Une fois la cuisson et le conditionnement des produits carnés effectués, une sélection des microorganismes
se produit. Aprés ces étapes, les bactéries lactiques (principalement Lactobacillus, Leuconostoc et Carnobacterinm
spp) et Brochothrix thermosphacta dominent couramment le microbiote et sont souvent associés a la
détérioration des produits carnés cuits pendant leur stockage et leur commercialisation. La sélection de ces
microorganismes s'explique par leur comportement microaérophile, combiné a leur résistance aux nitrites
et au NaCl utilisés dans les préparations de produits carnés cuits. Les populations de bactéries lactiques
supérieures a 108 UFC/g entrainent normalement la détérioration des produits carnés cuits. La formation
de butanol, d'acide butyrique et de sulfures par fermentation du glucose, par les bactéries lactiques, conduit
a la production de gaz et d’odeurs qui causent la détérioration de la viande et des produits carnés, appelée

«Blown packed» (Horita et a/, 2017 ; Sohaib et 4/ 2016).

Les levures et les moisissures ont un taux de croissance lent par rapport aux bactéries et sont généralement
incapables de rivaliser avec les bactéries pour les nutriments dans les environnements réfrigérés. Ces
microorganismes sont surtout présents sur les carcasses de viande crue et en petite proportion sur la surface

des produits carnés (Sohaib et @/, 2016).

III.1.2. Les microorganismes pathogénes

Les viandes et produits carnés peuvent également étre contaminés par des microorganismes pathogenes. La
consommation de viande et de charcuteries a été suspectée ¢tre a I'origine de 15 % des toxi-infections
alimentaires collectives (TIAC) en France en 2016 (InVs, 2016). Les agents pathogenes impliqués dans ces

TIAC sont résumés sur la figure 18.
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Figure 18 : Répartition des agents pathogenes impliqués dans les TIAC déclarés associés a la

consommation de viande et de charcuteries en France en 2016 (InVs, 2010)

La majorité des agents pathogenes transmis par la viande et les produits carnés sont des bactéries mésophiles
(par exemple, Salmonella, Campylobacter jejuni, E. coli O157 : HT) et nécessitent des températures supérieures a
7 °C pour leur croissance. Toutefois, le danger pour la santé lié a ces bactéries n’est pas pour autant réduit
pendant le stockage réfrigéré (Mills ef al., 2014). Par exemple, aucune perte de viabilité n'a été observée pour
Escherichia coli O157 : H7 ou Salmonella sur du beeuf emballé sous vide ou sous dioxide de carbone jusqu’a

42 jours de stockage a - 1,5 °C et 4 °C (Dykes ez a/., 2001).

Entre autres, Listeria monocytogenes peut faire partie du microbiote initial de la viande crue, mais il est
généralement inactivé lors de 1'étape de cuisson des produits carnés. Toutefois, dans le cas d’une
contamination post-cuisson, L. monocytogenes peut facilement se développer au cours du stockage réfrigéré.
En effet, c'est un microorganisme psychrotrophe qui se développe en présence ou en l'absence d'oxygeéne
sut une large gamme de pH (4,1 2 9,6) et dans des concentrations élevées de sel (jusqu'a 13 %). De plus, sa
capacité a former des biofilms sur diverses surfaces alimentaires rend difficile le contréle de L. monocytogenes,

entrainant sa persistance dans les aliments (Jaroni ez a/., 2010).

Clostridium perfringens se trouve fréquemment dans les viandes et les produits carnés (beeuf, veau, agneau,
porc et produits a base de poulet) par la contamination fécale des carcasses, la contamination par d'autres
ingrédients tels que les épices ou par contamination post-traitement (Lianou ef al, 2017). D’autres

pathogenes psychrotrophes peuvent également étre retrouvés dans les produits carnés tels que Clostridinm
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botulinum qui est une bactérie sporulée, Yersinia enterocolitica, ou encore Aeromonas hydrophila (Lianou et al.,

2017, Simonet & Catteau, 2005).
III.2. Principe de la biopréservation

La biopréservation exploite les activités antimicrobiennes de certains microorganismes pour inhiber la
croissance des microbes pathogénes et d'altération dans les aliments. Cette approche biologique cherche a
minimiser I'addition d'additifs chimiques aux aliments, tels que le nitrite, le chlorure de sodium et les acides
organiques (Yost, 2014). Les microorganismes utilisés sont appelés culture protectrice. Il s’agit de bactéries,
de levures ou de moisissures vivantes et sans danger utilisées dans la production alimentaire, et elles sont
considérées elles-mémes comme ingrédient alimentaire. Les cultures protectrices sont des préparations
composées de concentrés (>108 UFC/g ou ml) d'une ou plusieuts especes et/ou souches microbiennes
vivantes et actives (EFFCA, 2015). Les cultures protectrices sont traditionnellement utilisées comme
ingrédients alimentaires a une ou plusieurs étapes du processus de fabrication des aliments pour développer
Pactivité métabolique souhaitée et ainsi inhiber les bactéries pathogenes et/ou altérantes et prolonger la

durée de vie en changeant le moins possible les propriétés organoleptiques (Rodgers, 2001).

II1.3. La biopréservation par les bactéries lactiques

Les bactéries lactiques de qualité alimentaire répondent aux exigences de la biopréservation car elles se sont
révélées non toxiques pour I'homme, n'altérent pas les propriétés nutritionnelles des aliments, sont efficaces
a de faibles concentrations, sont actives sous stockage réfrigéré et sont méme considérées comme possédant
des effets favorables a la santé (Nes ¢z af., 2011). De plus, a l'exception de quelques espéces appartenant aux
genres Streptococcus, Enterococcus, Lactococeus et Carnobacterium, les bactéries lactiques sont non pathogénes avec

un statut généralement reconnu comme str (Generally Recognized As Safe) ou de qualité alimentaire.

Les bactéries lactiques constituent un groupe tres hétérogene en termes de classification. Avec la
disponibilité¢ de méthodologies moléculaires améliorées telles que le séquencage du gene de I'ADNr 16S et
des études sur la diversité microbienne de différents environnements, de nombreuses especes ont été
découvertes et identifiées. Ainsi, le groupe hétérogene de bactéries lactiques comprend environ 450 especes

réparties comme suit (Tumbarski ¢z a/, 2018 ; Mozzi, 2016 ; Dortu & Thonart, 2009) :

- Aerococeus = 7 - Lenconostoc : 23

- Alloiococens = 1 - Pedjococcus = 15

- Carnobacterinm = 12 - Oenococens = 2

- Dolosigranutum : 1 - Streptococcus = 101
- Enterococcus : 49 - Tetragenococens = 5
- Globicatella : 2 - Vagococeus = 8

- Lactobacillus : 189 - Weisella : 18

- Lactococcus = 7
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Les descriptions générales du groupe comprennent des caractéristiques telles que : Gram positif, non
sporulée, catalase négatif, aéro-anaérobie facultatif ou anaérobie strict, tolérant aux acides, qui produisent
de l'acide lactique comme produit final principal pendant la fermentation des glucides (Settanni & Moschetti,
2010). Elles sont trés adaptables et il est déja bien connu qu'elles ont une grande diversité métabolique. Elles
peuvent survivre dans une large gamme de conditions environnementales couvrant une plage de pH de 3,2

29,6 et des températures de 5 2 45 °C (Van de Guchte, 2002 ; Axelsson & Ahrné, 2000 ; Caplice, 1999).

IT1.3.1. Les mécanismes antimicrobiens des bactéries lactiques

Les différentes activités antimicrobiennes des bactéries lactiques différent selon les espéces et les souches.
De plus, les activités antagonistes peuvent varier de bactériostatiques (inhibant la croissance) a bactéricides
(létales) et peuvent affecter un large spectre de bactéries ou seulement un groupe d'organismes limité. Les
activités antagonistes des bactéries lactiques contre d'autres bactéries dans les aliments sont attribuées a

plusieurs mécanismes cités ci-apres.
a. La compétition nutritionnelle et pour ’espace

Du fait de leurs importantes exigences nutritionnelles, les bactéries lactiques envahissent complétement le
milieu. Ainsi, par leur présence, elles peuvent inhiber la multiplication de certains microorganismes
d’altération ou pathogenes colonisateurs (Castellano ef @/, 2017). La croissance des bactéries dans les
aliments dépend des quantités de nutriments disponibles et de divers facteurs intrinseques et extrinséques a
la matrice alimentaire, tels que la concentration de NaCl. Si un produit est inoculé avec un grand nombre de
bactéries lactiques capables de croitre dans le produit et que les conditions sont telles que les concentrations
de nutriments limitent ou augmentent la croissance, la croissance d'autres bactéries utilisant les mémes

nutriments peut étre inhibée (Yost, 2014).

En effet, la compétition pour les nutriments sélectionne les microorganismes les plus capables de récupérer
les composés limitants tels que les minéraux, les acides aminés, les sucres. Cette compétition des bactéries
lactiques pour les nutriments essentiels a été mise en évidence pour plusieurs microorganismes : Staphylococcus

anrens, Listeria spp, Lenconostoc spp, Brochotrix: thermosphacta (Chatlier ez al,, 2009 ; Vermeiren et al., 2004)

b. La production de métabolites possédant des propriétés antimicrobiennes
e  Acides organiques : Les bactéries lactiques produisent des acides organiques par fermentation de
glucides. Les bactéries lactiques homofermentaires (Lactococcus, Streptococeus, Pediococcus, Enterococcns
et certaines especes de Lactobacillus) produisent principalement de l'acide lactique, tandis que les
espéces hétérofermentaires (Leuconostoc, Oenococcus et certaines especes de Lactobacillus) produisent
de l'acide acétique et lactique et, a divers degtés, d'autres acides tels que formique, citrique et
maléique (Ginzle, 2015). Les activités inhibitrices sont principalement dues a la réduction du pH

avec une augmentation de la concentration de H* dans l'aliment. Le pH peut étre réduit a des
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valeurs proches ou inférieures aux minima pour la croissance d'agents pathogenes. L'acide non
dissocié est relativement lipophile et peut pénétrer la membrane bactérienne pour libérer les H*
dans le cytoplasme et engendre la réduction du pH intracellulaire des bactéries pathogenes. Ensuite,
pour survivre, les bactéries doivent utiliser I'énergie pout transporter les H* hors des cellules. Ceci
provoque une déplétion énergétique et un stress cellulaire (Yost, 2014).

e Peroxyde d’hydrogéne : Le peroxyde d’hydrogene (H202) est produit par les bactéries lactiques
en présence d’oxygeéne lors de la fermentation des sucres. L'effet antimicrobien du peroxyde
d’hydrogéne peut résulter de l'oxydation de groupes sulthydryles provoquant la dénaturation d'un
certain nombre d'enzymes, et de la peroxydation des lipides membranaires, augmentant ainsi la
perméabilité de la membrane. H>O: peut également servir de précurseur a la production de radicaux
libres bactéricides tels que les radicaux superoxyde (O2) et le groupement hydroxyle (OH®)
capables d’endommager ’ADN bactérien (Ammor ef al., 20006).

e Dioxyde de carbone: e CO; est principalement formé pendant la fermentation des hexoses
suivant la voie hétérofermentaire. Le dioxyde de carbone a un double effet antimicrobien. Sa
formation crée un environnement anaérobie qui inhibe la croissance de certains microorganismes
aérobies tels que la flore d’altération psychrophile a Gram négatif. De plus, 'accumulation du
dioxyde de carbone dans la membrane lipidique de la cellule cible pourrait modifier sa perméabilité
(Ouwehand &Vesterlund, 2004)

e Drautres composés peuvent également étre produits par les bactéries lactiques tels que le diacétyle

ou la reutérine.

Quelques exemples de composés antimicrobiens, autres que les bactériocines, secrétés par les bactéries

lactiques sont présentés dans le tableau 9.

Tableau 9 : Composés antimicrobiens (autres que les bactériocines) secrétés par les bactéries lactiques

(De Vuyst & Vandamme, 1994).

Composés antimicrobiens Souches productrices Spectre antimicrobien
. . » . Levures
Acide acétique Toutes les bactéries lactiques L
Bactéries a Gram +/-
. . » . " . Levures
Acide lactique Bactéries lactiques hétérofermentaires L
Bactéries 2 Gram +/-
., Lactococcus, Leuconostoe, Lactobacillus, Levures
Diacétyle . P
Pediococcus Bactéries a Gram +/-
» . Levures
Peroxyde d’hydrogéne Toutes les bactéries lactiques N
Bactéries a Gram +/-
La plupart des groupes
Dioxyde de carbone Bactéries lactiques hétérofermentaires  taxonomiques de
microorganismes
. . . Champignons, Protozoaires
Reutérine Lactobacillus renteri pignons,

Bactéries a Gram +/-
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e Les bactériocines : Ce sont des protéines, ou complexes de protéines, avec une activité bactéricide
contre des espéces proches de la souche productrice. Les bactériocines représentent une large classe
de substances antagonistes qui varient considérablement du point de vue de leur poids moléculaire,
de leurs propriétés biochimiques, de leur spectre et mode d’action (Dortu & Thonart, 2009). Les
bactériocines produites par les bactéries lactiques sont réparties en quatre classes présentées dans
le tableau 10.

Tableau 10 : Classification des bactériocines (Reis ¢f af,, 2012)

Description de la structure Stabilité
Classe L , i . Exemples
chimique et moléculaire thermique
Nisine
Classe I - Cycles thioesther dans la séquence Stable Lactacine 481
Lantibiotiques - Poids moléculaire < 5 kDa Carnocine U149
Lactocine S
- IIa : poids moléculaire < 10 kDa Stable Lactococcine MMFEF2
Classe I Sakacine G
Peptides anti-Listeria - IIb : association de 2 peptides pour Stable Lactococcine G
l'activité, poids moléculaire< 10 kDa Lacticine F
Helvéticine |
Classe I11 Poids moléculaire < 30 kDa Sensible Helvéticine V-1829
Lactacine A et B
Plantaricine S
Classe TV M¢élange indéfini de protéines, lipides et Stable Leucor.locine S
sucres Lactocine 27

Pediocine SJ1

La bactériocine la plus connue est la nisine produite, par Lactococcus lactis. Elle est autorisée comme additif
alimentaire aux Etats-Unis depuis 1968 et en Europe (E234) depuis 1995. Les quantités autorisées en Europe
sont fixées par la directive 95/2/EC (European Food Safety Agency, 2000). Il s’agit 2 ’heure actuelle de la

seule bactériocine autorisée comme additif alimentaire (Guinane ¢# af, 2005).

Le mécanisme d’action de la nisine est double : (a) l'inhibition de la synthése de la patoi cellulaire et (b) la
formation de pores dans la membrane cellulaire (Figure 19). Les deux mécanismes sont facilités par la liaison
de la molécule de nisine au lipide II, principal transporteur de sous-unités de peptidoglycane, les éléments
constitutifs de la paroi cellulaire bactérienne. La liaison de la nisine au lipide I empéche la synthese adéquate
de la paroi cellulaire, provoquant ainsi la mort cellulaire. Le complexe nisine-lipide II peut également
conduire a la formation de pores dans la membrane cellulaire. Ceci entraine la fuite de composants cellulaires

tels que les ions et PATP (Perez ef al., 2015).
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Figure 19 : Mode d’action de la nisine (Perez ¢7 al,, 2015)

I11.3.2. Application de la biopréservation a la conservation des produits carnés

Diverses stratégies ont été utilisées pour la biopréservation des produits carnés, et pour améliorer les effets

antibactériens des cultures protectrices dans les systemes alimentaires.

a. Utilisation de la bactérie productrice de métabolites antimicrobiens

L'utilisation directe des cellules productrices de métabolites antimicrobiens est l'une des stratégies les plus
pratiques qui semblent plus réalisables d'un point de vue économique et avec des restrictions juridiques
moindres par rapport a l'ajout direct de bactériocines purifiées. En tant que culture protectrice, l'utilisation
de bactéries lactiques a pour but d'inhiber la croissance de bactéries indésirables sans causer de modifications
physico-chimiques et sensorielles de la viande ou des produits carnés (Woraprayote ef a/.,, 2016). Un certain
nombre de facteurs doit étre pris en compte lors du choix de la culture bactériocinogene, comme la capacité
a produire une bactériocine dans les conditions étudiées, la diffusion dans la matrice alimentaire, I'interaction
avec les autres composants alimentaires, ’absence de tout caractere pathogene, I'absence de résistance aux
antibiotiques (Galvez ez al., 2007). Des exemples d’application de culture bioprotectrice aux viandes, produits

carnés et produits de la mer sont présentés dans le tableau 11.

b. Utilisation de la bactériocine

L'incorporation de bactériocines en tant qu'ingrédient est 'approche couramment utilisée qui s'est également

avérée efficace dans la lutte contre les microorganismes pathogenes et d'altération dans la viande et les
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produits carnés. Cette technique d'application est préférable lorsque les bactéries lactiques ne peuvent pas
produire de bactériocine dans les systemes de viande réels. Les préparations de bactériocines utilisées
peuvent étre partiellement purifiées ou purifiées (Castellano e al, 2017). L’incorporation directe des
bactériocines permet de connaitre exactement la quantité mise en oeuvtre dans l'aliment, cependant cette
stratégie peut aussi présenter des inconvénients. En effet, la nisine est par exemple relativement insoluble a
des pH supérieurs a 5, ce qui pourrait poser des problémes d'homogénéité dans la matrice alimentaire
(Scannell, 1997). Des exemples d’application de bactériocine dans les viandes et produits carnés sont

présentés dans le tableau 12.
c. Incorporation de la bactériocine au packaging

L'ajout direct de bactériocines dans la matrice alimentaire et / ou a la surface des aliments peut entrainer
une certaine perte d'activité en raison de l'effet de dilution pouvant entrainer une diminution de l'efficacité
des bactériocines. De plus, les substances actives peuvent diffuser rapidement de la surface dans la masse
alimentaire et ainsi avoir un effet limité sur la flore de surface (Woraprayote, 2016). Ainsi, l'utilisation
d’emballage contenant des agents antimicrobiens protége les bactériocines de l'inactivation par interaction
avec des composants alimentaires mais permet également une migration lente des agents du matériau
d'emballage vers la surface du produit, contribuant ainsi a maintenir des concentrations élevées en agents
antimicrobiens. Si un antimicrobien peut étre libéré de I'emballage pendant une période prolongée, I'activité
peut également étre étendue a la phase de transport et de stockage de la distribution alimentaire (Realini &

Marcos, 2014 ; Quintavalla & Vicini 2002).
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Tableau 11: Exemples de culture bioprotectrice appliquée aux viandes, produits carnés et produits de la mer

Bactéries lactiques Cibles Matrice Références
Lactobacillus spp Clostridinm spp Salami Di Goia ez al. (2016)
Lactococcus lactis

Lenconostoc mesenteroides Bacon Comi ef al. (20106)
Lactobacillus saker

Salmonella enterica Typhimurium,
Lactobacillus saker Viande de boeuf hachée Chaillou ez a/. (2014)

Escherichia coli O157:H7

Lactobacillus sakei C2

Flore aérobie mésophile

Saucisse fermentée

Gao et al. (2014)

Lactococcus lactis

Staphylococcns aurens

Saucisse de volaille

Akbar & Anal (2014)

Spectrococcus phocae P1 80

Vibrio parabemolyticus, coliformes, Listeria

monocytogenes

Produits de la mer

Paari ez al., (2011)

Lactobacillus curvatus CRL705

Bactéries lactiques, Brochotrix thermosphacta,

Listeria spp.

Viande de beeuf sous vide

Castellano ez a/. (2010)

Leuconostoc Carnosum 3M42

Flore aérobie mésophile

Jambon cuit artisanal

Vasilopoulos e al. (2010)

Enterococcus faecium PCD71

Lactobacillus fermentum ACA-DC179

Listeria monocytogenes, Salmonella enteridis

Viande de poulet

Maragkoudakis (2009)

Lactobacillus sakei B-2

Flore aérobie mésophile

Jambon cuit sous vide

Hu ef al. (2008)

Lactobacillus sakei 10A

1 enconostoc mesenteroides

Jambon cuit

Vermeiren et al. (2000)

Carnobacterium spp

Listeria monocytogenes, Brochotrix: thermosphacta

Saumon fumé

Brillet ¢# al. (2005)
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Tableau 12 : Exemples d’application de bactériocine dans la viande et produits carnés d’apres Castellano e a/. (2017) et Woraprayote ¢7 al. (20106)

Bactériocine et bactérie lactique

producteur

Produit

Cibles

Référence

Cocktail de bactériocines de

différentes classes

Hotdog

Listeria monocytogenes

Vijayakumar &  Muriana

(2017)

Nisine

Jambon cuit

Flore totale et bactéries

lactiques

Kalschne et a/. (2014)

Nisine commertciale

Beeuf haché

Staphylococcus aurens

Millette ez a/. (2007)

Bactériocine isolée de Pediococcus

acidilactici

Viande de porc crue

Listeria monocytogenes, Clostridium

perfringens

Nieto-Lozano ez a/. (2000)

Lactocine 705 et ALL705

Lactobacillus curvatus CRL705

Viande de beeuf crue sous vide

Brochotrisc thermosphacta, Lysteria

mnocua

Castellano & Vignolo (2006)

Leucocines 4010

Leuconostoc carnosum 4010

Saucisse de porc cuite sous gaz (ajouté a la viande
avant embossage et cuisson et en surface apres

cuisson)

Listeria monogytogenes

Jacobsen ef al. (2003)

Nisine commertciale

Nisaplin

Beeuf cru sous vide

Salmonella thyphimnrium,

Brochotrix thermosphacta

Tu & Mustapha (2002)

Enterocines A et B

Enterococcus faecium CTC492

Jambon cuit (application en surface), viande de
porc (mixé avec la viande), saucisse fumée (mixé

avec la viande)

L isteria innocua

Aymerich ez al. (2000)
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III.4. ombinaison de la biopréservation et du traitement par hautes pressions sur les produits

carnés

Le concept de technologie barriere (hurdle technology) a commencé a s'appliquer dans I'industrie alimentaire
aprés l'observation que la survie des microorganismes diminuait considérablement lorsqu'ils étaient
confrontés a de multiples facteurs antimicrobiens. Aprées exposition d'une population bactérienne a un seul
facteur antimicrobien, il existe souvent une réponse hétérogeéne, en fonction de l'intensité du traitement ainsi
que de nombreux autres facteurs. Une fraction de la population peut étre impactée pat le facteur
antimicrobien, entralnant la mort cellulaire tandis que la fraction restante peut survivre (résistance face au
traitement, sporulation...). L’utilisation d’une combinaison de traitements permet donc de causer plus de
dommages sur les cellules microbiennes puisque plusieurs traitements agissent sur la méme cible cellulaire.
C’est dans cette optique que le traitement par hautes pressions a été combiné avec la biopréservation (Galvez
et al., 2007 ; Leistner, 2000). Les études (tableau 13) sont surtout axées sur la combinaison des hautes
pressions avec l'utilisation des bactériocines plus que les bactéries bactériocinogenes.

Tableau 13 : Utilisation de la biopréservation combinée aux hautes pressions sur les produits carnés

Bactériocine /bactérie
lactique et baréme de Produits carnés Effet du traitement combiné Référence
traitement

Pediococcus acidilactici

300 MPa - 10 °C - 5 min

bacHA-6111-2 isolée de Saucisse cuite Castro et al. (2017)
Pediococcus acidilactici Inactivation de L. innocua

300 MPa - 10 °C - 5 min

Pas d’effet sur L. innocna

Augmentation de la durée de vie
jusqu’a 90 jours
A 90 jours de stockage a 4 °C :
Enterocine LM-2 . - Réduction de 7 log UFC/g de L.
. Jambon cuit
400 MPa - 17 °C - 10 min monocytogenes
- Inhibition de S. enteridis
- Réduction de 4 log UFC/g de la
flore totale

A 60 jours de stockage a 8 °C :

Liu et al. (2012b)

Nisi
501081::1, 12 °C - 10 min Jambon sec réduction de 3 log UFC/g de de Alba ez al. (2013)
a- -
Escherichia coli O157:H7
A 30 d k 17 °C -
Enterocine AS-48 Saucisse _ ]vours e stockage a ,
400 MPa - 17 °C - 10 min fermentée maintien de L. monocytogenes et S. Ananou ¢ al. (2010)

enterica en dessous de 1 log UFC/g

Nisine A 30 jours de stockage a 6 °C :

bon cui fré et al. (2008
400 MPa - 17 °C - 10 min Jambon ettt ivition de Salmonella s Jofxé et al. (2008)

Par ailleurs, la combinaison d’un traitement pat hautes pressions avec I'ajout de bactériocines dans les
matrices alimentaires peut permettre une inactivation synergique des spores. En effet, I'initiation de la
germination des spores par le traitement hautes pressions permet 'action de bactériocines qui sont actives

seulement sur les spores germées. Toutefols, cet effet synergique dépend aussi bien de la matrice (pH,
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composition) que de la concentration en bactériocine utilisée. En effet, Modugno ez a/. (2017) ont montré
que le traitement par hautes pressions (500 MPa, 20 °C, 10 min) pouvait conduire a une perte partielle de la

Pactivité antimicrobienne de la nisine.

ITII.5. Reglementation concernant 'utilisation des flores protectrices dans les aliments

L’utilisation des ferments a des fins de conservation n’est pas encore soumise a une réglementation
spécifique en Europe. Actuellement, seuls les ferments utilisés pour les produits fermentés s’inscrivent dans
la réglementation européenne en tant qu'ingrédients alimentaites et leur premieére fonction est d'assurer un

niveau élevé de sécurité aux consommateurs (téglements 852/2004 et 853/2004).

Toutefois, plusieurs approches proposent des lignes directrices pour évaluer linnocuité des
microorganismes utilisés dans I'alimentation, comme cela est fait aux Etats-Unis par la FDA (Food & Drug
Administration) avec le statut GRAS (Generally Recognized As Safe). Cest le cas des recommandations
¢émises par PEFSA (Autorité européenne de sécurité des aliments) sur I'évaluation QPS (Qualification de
Streté Présumée). Le systeme QPS permet d’harmoniser I’évaluation de la sécurité avant la mise en marché
de certains groupes de micro-organismes utilisés dans les fabrications alimentaires et I’alimentation animale
(EFSA, 2007). QPS est applicable aux additifs alimentaires et aux aliments pour animaux, aux enzymes

alimentaires et aux produits phytopharmaceutiques.

Le systeme QPS propose qu'une évaluation de la sécurité d'un groupe taxonomique défini (par exemple,
genre ou groupe d'espéces apparentées) puisse étre établie sur la base de quatre piliers : établissement de
lidentité, corpus de connaissances, pouvoir pathogene possible et utilisation finale. Si le groupe
taxonomique ne souleve pas de problemes de sécurité ou, si des problemes de sécurité existent, mais peuvent
étre définis et exclus, le groupe peut se voir accorder le statut QPS. Par la suite, toute souche de
microorganisme dont l'identité pourrait étre établie sans ambiguité et assignée a un groupe QPS serait libérée
de la nécessité d'une évaluation de la sécurité supplémentaire autre que la satisfaction des qualifications
spécifiées. Les microorganismes jugés inappropriés pour le QPS resteraient soumis a une évaluation de
sécurité complete. Ainsi, TEFSA a défini une liste d’especes pour lesquelles le statut QPS a été accordé
(EFSA, 2018). Il existe également une liste d’espéces microbiennes présentant un intérét technologique pour

I'alimentation, proposée par des fédérations professionnelles (Bourdichon ez 4/, 2012).
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PARTIE I1 : MATERIELS ET METHODES

I. Sélection des souches de biopréservation

La sélection des souches de biopréservation a été effectuée par les partenaires du projet BLacHP : UMR
SECALIM, INRA, IFIP et CTCPA. Le protocole de sélection des souches a fait I'objet d’une publication
par Ramaroson et al. (2018). L’objectif était de sélectionner, parmi 63 souches de bactérie lactique de
différentes origines, celles qui pouvaient résister au procédé hautes pressions et exercer une action
antagoniste contre les especes sporulantes de Bacillus et de Clostridium. La procédure de sélection de ces
souches de bioprotection comprenait également une évaluation de I'innocuité (évaluation de la production
d’amines biogenes et de la résistance aux antibiotiques) afin qu’elles puissent étre utilisées dans
'alimentation. Le protocole de sélection des souches est présenté en annexe (Annexe 1). A Iissue de cette
sélection, une souche de ILactobacillus curvatus et une souche de Lactococcus lactis ont finalement été
sélectionnées pour leur large spectre d’inhibition et leur production potentielle de bactériocine. Leur
résistance aux hautes pressions et leur capacité a croitre pendant le stockage réfrigéré ont ensuite été évaluées
dans un milieu liquide de jambon modele. Des traitements a différentes durées et niveau de pression ont été
réalisés et les cultures ont été incubées a 8 °C pendant 30 jours apres pression. Bien que la souche de L.
curvatus ait été plus résistante au traitement par hautes pressions que le L. /actis, cette derniere était la seule

souche capable de reprendre en croissance apres le traitement par hautes pressions.
II. Fabrication du jambon cuit

La fabrication du jambon cuit a été effectuée selon la méthode de Thomas e7 a/. (2013) et qui est inspirée de
la fabrication industrielle proposée par I'IFIP (Institut Francais du Porc). Toutes les étapes de la fabrication
ont été réalisées dans la salle de découpe réfrigérée de la halle de technologie ’ONIRIS. La température est
maintenue a 10 °C pendant toute la durée de la fabrication pour limiter au maximum les phénomenes

d’oxydation et le développement microbien.
IL.1. Matiére premiére

L’approvisionnement en viande s’est effectué au magasin Leclerc Orvault Conraie. Les viandes utilisées
proviennent de la méme partie anatomique du porc qui est le Longissimus dorsi. Une fabrication est réalisée
avec un méme lot de viande, choisi de maniere a ce que la fabrication débute avec de la viande issue d’n
animal mort depuis 4 jours. Le pH de la viande est vérifié en début de process a I'aide d’une électrode a
solide avec sonde de température intégrée (Mettler Toledo, Colombus, Etats-Unis) et calibrée avec des
solutions a pH 7,0 puis 4,0. Le relevé du pH se fait a 3 différents endroits du muscle. Seules les pieces ayant

un pH entre 5.5 et 6 sont retenues.
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I1.2. La fabrication du jambon cuit

Le diagramme fabrication du jambon cuit dans le cadre de cette étude est présenté sur la Figure 20.

Le parage et Ia découpe : Les picces de viande sont parées, un maximum de gras est enlevé puis
elles sont découpées de maniere a avoir des morceaux d’environ 40 g.

La préparation de la saumure : La composition de la saumure est basée sur celle utilisée pour le
jambon supérieur certifiée « bio» c’est-a-dire sans polyphosphate, avec une teneur en suctre
inférieure a 1 % et un taux d’incorporation de nitrite a 25 ppm.

Le saumurage est effectué par immersion dans la saumure a un taux d’injection de 10 % de la
masse de viande. Les morceaux de viandes sont placés dans un sac polyamide/polyéthyléne
(PA/PE) (La Bovida, Nantes, France), la saumure y est ajoutée et le vide est effectué (Vacuboy
Komet, Plochingen, Allemagne). Un suremballage est ajouté pour palier un pergage du sac lors du
malaxage.

Le malaxage discontinu est effectué dans un mélangeur a pales (mélangeur GLASS GmbH &
Co, Frankfort, Allemagne) placé dans une chambre réfrigérée, pendant 17 h avec des périodes de
travail et de repos alternées (travail : 7.5 rpm - 15 min, repos : 15 min).

Le moulage: Les morceaux de viande saumurés sont placés dans des moules (terrines en
polypropylene 50 cl, La Bovida, Nantes, France). IlIs sont empilés de maniere a laisser le moins
d’espaces possible entre les morceaux pour avoir une meilleure tenue de tranche du produit fini.
Les viandes moulées sont ensuite conditionnées sous vide (Vacuboy, Komet, Plochingen,
Germany).

La cuisson est effectuée par palier de fagon 2 atteindre une température a ceeur de 65 °C : 40 °C
pendant 60 min puis 55 °C pendant 60 min et enfin 65 °C pendant 150 min. II s’agit d’une cuisson
avec chaleur humide (four Rational, France)

Le refroidissement est réalisé a température ambiante pendant 20 min puis les viandes cuites sont
stockées a 4 °C pendant 3 jours. Apres le stockage, on obtient le jambon cuit « supétieur »

Le cubage : le jambon cuit est ensuite découpé en cubes d’une dimension de 1,5 cm de c6té.
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I1.3. Le protocole de biopréservation

Les souches de biopréservation sont fournies par Hansen qui est partenaire du projet BLacHP. 11 s’agit
d’une souche de Lactococcus lactis sp lactis (BS 30, CHR Hansen, France) qui est une souche prévue pour une
utilisation en industrie. [’utilisation d’une souche commerciale a été privilégiée afin de s’affranchir des
différentes étapes de culture et de purification d’une souche de laboratoire, mais également afin de se mettre
dans des conditions similaires a celles utilisées en industrie. Les souches sont recues congelées et sont
immédiatement stockées a -80 °C jusqu’a leur utilisation. Elles sont conditionnées sous forme de paillettes
lyophilisées. Le jour de leur utilisation pour la biopréservation, le lyophilisat est mis en suspension dans de
’eau distillée sans décongélation préalable. La dilution est réalisée de fagon a obtenir un ensemencement de

106 UFC / g de jambon (selon les indications de Hansen, le fournisseur des souches).

La biopréservation des cubes de jambon cuit est réalisée par pulvérisation en surface de la suspension de
bactérie lactique. La pulvérisation est effectuée a I'aide d’un flacon en verre monté d’une pompe spray
stérilisée qui permet une vaporisation en brume dense et fine de la suspension. Apres la pulvérisation des
souches, les cubes de jambon cuit biopréservés sont placés a 4 °C pendant 1 h puis transférés dans des sacs

PA/PE et conditionnés sous vide (80 mbat) pour étre stockés ou traités par hautes pressions.
I1.4. Le traitement par hautes pressions

L’ensemble des traitements par hautes pressions a été réalisé dans la Halle de technologie d’ONIRIS a
Nantes avec un pilote en position verticale en acier inoxydable (ACB Ateliers et Chantiers de Bretagne,
Nantes, France) qui mesure 120 mm de diameétre et 300 mm de hauteur utile pour un volume interne de 3,5
1 (figure 21). Le mode de pressurisation est indirect avec I'eau distillée comme fluide de pressurisation. Une
double enveloppe permet de contréler la température dans I'enceinte. La température de I'eau est régulée
par un cryothermostat (Julabo, Seelbach, Allemagne). La vitesse de compression est de 3 MPa/s et la
décompression est quasi immédiate (< 2s). Les cubes de jambon préalablement conditionnés sous vide sont
insérés dans I'enceinte. Le traitement est lancé selon les criteres de temps et de pression sélectionnés qui
sont de 500 MPa pendant 5 minutes a 20 °C. Un systéme de régulation automatique permet de programmer
et de suivre les consignes de traitement et de visualiser la cinétique de montée en pression. Apres traitement,
les échantillons sont stockés a 4 °C. Les analyses commencent le lendemain du traitement (J+1), puis apres

7,14 et 21 jours (J+7, J+14, J+21).
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Figure 21 : Pilote hautes pressions ONIRIS

III. Analyses microbiologiques du jambon cuit

L’impact des différents traitements (hautes pressions, biopréservation et combinaison
bioptréservation/hautes pressions) sur la flore endogeéne du jambon cuit a été évalué. Ainsi, un
dénombrement de la flore mésophile aérobie ainsi que des bactéries lactiques a été effectué suivi d’une

identification des souches dénombrées.
III.1. Dénombrement de la flore endogéene

Le dénombrement de la flore endogene a été effectué sur les cubes de jambon cuit fabriqués puis traités
dans la halle de technologie I’ONIRIS. La flore aérobie mésophile a été dénombrée selon la norme NF
EN ISO 4833 sur milieu PCA (Plate Count Agar). Quant a la flore lactique, elle a été dénombrée sur milieu
M17 qui est un milieu spécifique pour le dénombrement de L. /actis qui est la souche de biopréservation

utilisée.

Dix grammes d’échantillon sont déposés dans un sac stérile (BagPage®, Interscience, Saint-Nom, France)
puis dilués au dixieme avec de I'eau peptonée stérile (Sigma-Aldrich, Saint-Louis, Etats-Unis). Le mélange
est ensuite homogénéisé au stomacher (Grosseron, Couéron, France) pendant 2 x 90 s. Des dilutions en
cascade sont ensuite préparées dans de 'eau peptonée. L’ensemencement est effectué a hauteur de 1 ml en
profondeur pour la flore aérobie mésophile et 100 pl en surface pour les bactéries lactiques. Chaque
échantillon a été analysé en triplicat et pour chaque dilution 6 boites ont été ensemencées Les boites sont
ensuite incubées a 30 °C pendant 72 h. Seules les boites avec un nombre de colonies comptis entre 25 et
300 sont retenues. Les résultats sont exprimés en log UFC/ g (Unité Formant Colonie) et la limite de

détection est de 1 log UFC/g.
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II1.2.Identification des colonies dénombrées

II1.2.1. Isolement des colonies sur membrane FTA

Apres dénombrement, 15 a 20 colonies dénombrées sur PCA sont prélevées pour identification. Les
colonies sont prélevées stérilement avec une dse sous un poste de sécurité microbiologique. Elles sont
ensuite mises en suspension dans 15 ul de solution de NaCl 9 %o puis 10 pl de cette suspension sont déposés
sur une membrane FTA® (Whatman, GE Healthcare, Royaume-Uni) (Figure 22). La technologie FTA® est
une méthode congue pour simplifier la collecte, l'expédition, l'archivage et la purification des acides
nucléiques. Les cartes FTA® sont imprégnées d'une formule chimique brevetée qui lyse les membranes
cellulaires et dénature les protéines. Les acides nucléiques sont physiquement piégés, immobilisés et

stabilisés pour étre stockés a température ambiante pendant plusieurs années.

r— b
= Whatman™ Lot No. 11763047 !:

Figure 22 : Dépot de colonies sur membrane FTA®

II1.2.2. Réaction de polymérisation en chaine (PCR)

Dans le but d’identifier les isolats déposés sur membrane FTA®, leur ADN a été utilisé pour amplifier

IADNr 16s par réaction de polymérase en chaine (PCR).

a. Principe
La PCR (Polymerase Chain Reaction) est une technique d’amplification d’ADN 7z vitro. Elle permet
d’obtenir un tres grand nombre de copies d'un fragment d’ADN particulier (ADN d’intérét ou ADN cible)
a partir d’'un extrait ’ADN (ADN matriciel). En effet, si la séquence d’intérét est présente dans I'extrait
d’ADN, il est possible de sélectivement la répliquer (amplification) en tres grande quantité. La puissance de
la PCR repose sur le fait que la quantité I’ADN matriciel n’est pas, en théorie, un facteur limitant (Wang ez

al., 1989). On peut donc amplifier des séquences nucléotidiques a partir de quantités infinitésimales d’extrait

d’ADN.
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Ainsi, il existe deux principales approches de la PCR :

- une approche ciblée sur un microorganisme, utilisant des amotrces spécifiques ("on sait ce que 'on
cherche") ;

- une approche large spectre, en ciblant un gene commun a toutes les bactéries, le géne ARNr 168
" s > " : 4 : 2
("on ne sait pas ce que 'on cherche"), puis séquencage et comparaison aux banques de données

pour identifier la bactérie en cause. Cette méthode a été utilisée dans cette étude.

Ce géne code la sous-unité 16S de PADN ribosomal et est essentiellement utilisé en raison de sa structure,
trés conservée dans toutes les bactéries. En effet, il est constitué d’une succession de domaines conservés
qui sont des sites de complémentarité pour les amorces universelles utilisées pour le séquencage de ce gene,
et d’autres portions de séquences propres a un groupe de bactéries, nommées séquences signatures (espece,
genre, famille). Le choix de PADNTr 168 plutot que 23S ou 5S est d’ordre technique (taille du gene, nombre
d’informations) et, surtout, les banques de données de séquences du gene ADNr 16S sont aujourd’hui tres
développées. Enfin, I'identification est fiable : les résultats obtenus par séquencage du géne ADNr 168S sont

similaires 4 ceux obtenus avec le génome entier (Chakravorty ez al., 2007).

b. Mode opératoire

o La préparation des membranes FILA® ou les colonies ont été déposées est nécessaire avant
d’entreprendre la PCR. Pour ceci, des disques de 2 mm de diametre sont découpés a partir des
membranes a 'aide d’un emporte-picce puis placés dans des tubes eppendorf stériles. Les disques
sont ensuite lavés 4 fois avec 200 ul d’un réactif de purification (FTA® purification reagent, GE
Healthcare, Royaume-Uni) puis 4 fois avec 200 ul de tampon TE (10 mM Tris-HCL, 0.1 mM EDTA,
pH 8.0). A chaque lavage, les disques sont incubés 5 min dans la solution de lavage. Les disques
sont ensuite séchés a température ambiante pendant 1 h avant de procéder a la PCR.

o L réaction de PCR est réalisée dans un mélange réactionnel qui comprend PADN sur le disque
prélevé sur la membrane FTA®, 0,3 pl de Taq polymérase a 5 U/ul (Biolabs, M0273S), 0,4 ul de
chaque amorce a 50 uM et 1ul de désoxyribonucléoside triphosphate (ANTP) a 10 mM dnTP
(Euromadex, EUA01601), 5 ul de tampon Taq 10 X (Biolabs, B9014S) et 41,9 ul d’eau distillée
stérile (Eurobio, GAUEAUOOF-01). Les amorces utilisées pour 'amplification du gene ADNr 16S
entiers (15 kb) sont :

(tD1): AGAGTTTGATCCTGGCTCAG. Amorce universelle (Weisburg e al,, 1991)
¢D1): AAGGAGGTGATCCAGCC. Amorce universelle (Weisburg ez af., 1991)

Les tubes contenant le mélange réactionnel sont soumis a des cycles de température dans un thermocycleur
(appareil qui comporte une enceinte ou 'on dépose les tubes échantillons et dans laquelle la température
peut varier, treés rapidement et précisément, de 0 a 100°C par effet Peltier) (Chromo4 Real-Time PCR

Detection System, Bio-Rad).
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L’appareil permet la programmation de la durée et de la succession des cycles de paliers de température.

Chaque cycle de PCR comprend trois périodes :

- Une dénaturation de PADN par chauffage pour séparer les deux brins qui le composent
- Une hybridation des amorces (aux extrémités de la séquence recherchée)

- Une élongation grace a 'action d’une ADN polymérase

Ce cycle est répété un grand nombre de fois pour obtenir une multiplication exponentielle de la séquence

d’ADN cible.

- Dénaturation initiale 94°C : 5 min
- Dénaturation 94°C: 1 min
- Hybridation 56°C:1 min 15 35 cycles.
- Elongation 72°C: 1 min 15
- Elongation finale 72 °C: 10 min
10°C: 0

II1.2.3. Vérification de la PCR par électrophorése

La réussite de la PCR est vérifiée par migration sur gel d’agarose a 1 %. Le but est de séparer les fragments
d'ADN selon leur taille. Pendant I'électrophorese, le gel est immergé dans une chambre contenant une
solution tampon TAE (Ttis Acétate EDTA). L'ADN a analyser migre a travers les pores du gel par le courant
électrique se déplagant de I'électrode négative vers I'électrode positive. Les fragments d'ADN plus petits
migrent plus vite. Pour pouvoir estimer la taille des fragments, un "marqueur de taille" est ajouté. Un
colorant d’acide nucléique (SYBR Safe, Invitrogen, Mississauga, ON), un agent s’intercalant dans les bases

de PADN et fluorescent sous UV, est utilisé pour visualiser les fragments séparés.
II1.2.4. Séquengage

Apres la vérification de la PCR par électrophorese, la concentration d’ADN dans chaque tube PCR a été
mesurée par fluorimétrie (fluorimetre Qubit INVITROGEN) puis ajustée a 10 ng/ul avec de P'eau distillée.
Les échantillons sont ensuite envoyés a séquencer au laboratoire EUROFINS Genomics (Ebersberg,
Allemagne). La méthode utilisée par ce laboratoire pour le séquencage est adaptée de la méthode de

séquencage de Sanger (Sanger ez al., 1977).

a. Principe
La méthode de Sanger repose sur 'allongement par PADN polymérase d’un brin ’ADN a partir d’une
amorce, en utilisant le brin d’ADN matriciel. Cet allongement est réalisé en présence des quatre
désoxynucléotides triphosphate (dATP, dTTP, dGTP, dCTP), monomeres utilisés par la polymérase, et de
leur analogue didésoxynucléotide (ddNTP) (Figure 23) respectif qui joue le réle de terminateur de chaine

qui empéche la synthese de se poursuivre au-dela.
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Figure 23 : Structure du dANTP et du ddNTP (Gade ¢7 4/, 2010)

b. Les étapes du séquengage

Le séquencage de Sanger est composé de différentes étapes (Brodeur & Toussaint, 2007):

e L’amorgage : comme pour la PCR, le séquengage débute par la dénaturation par la chaleur (séparer
les deux brins) d’un échantillon ’ADN en solution. Une amorce d’environ 18 bases est ensuite
ajoutée au brin dénaturé. L’amorce ne fonctionne que dans un sens (dit “montant”) en s’accrochant
au bout des brins ’ADN a répliquer et qui servira de point de départ pour la copie du reste du
brin.

e La polymérisation ou élongation : elle permet le clonage partiel du brin d’ADN auquel I'amorce
a été ajoutée grice a PADN polymérase. Cet enzyme permet I’élongation d’un nouveau brin
complémentaire du brin matrice dans le sens 5> = 3’ en incorporant les nucléotides (dANTP) libres
présents dans le milieu réactionnel par la formation d’un pont phosphodiester entre le 3’0OH de la
chaine et le 5” phosphate du ANTP suivant.

e La fin de polymérisation : elle consiste a arréter la réaction de polymérisation a chaque position
de nucléotide dans le brin. ’ADN polymérase incorpore aléatoirement des didésoxynucléotides
interrupteurs de chalne (ddNTP) eux aussi présents dans le milieu réactionnel. Ces ddNTP different
des ANTP par leur extrémité 3’. L’extrémité 3’OH des ANTP est remplacée par une extrémité 3’H
(Figure 12). Cette modification empéche la formation de la liaison phosphodiester entre le ddNTP
incorporé dans la chalne et le nucléotide suivant. I’allongement de la chalne est alors interrompu.
Les ddANTP sont marqués par un fluorochrome pour qu’ils puissent étre détectés plus loin dans le
processus. Chaque fluorochrome différe par un spectre d’émission spécifique. Une analyse spectrale
va différencier les différents fluorochromes, associer la base correspondante et donc définir la

séquence nucléotidique du brin d’ADN initial.
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e  Trisurgel:Les réactions de synthése conduisent a la formation de chaines d’ADN de toutes les
tailles selon Iarrét de la synthese par le ddNTP. Les chalnes commencent au méme endroit sur
I’ADN matrice selon 'amorce utilisée et toutes celles qui possédent la méme longueur se terminent
donc par le méme ddNTP marqué par un fluorophore. Les chaines ’ADN obtenues sont alors
séparées par électrophorese sur un gel d’acrylamide en fonction de leur taille. Plus les chaines sont
courtes, plus elles migrent loin et tous les fragments d'une méme taille migrent a la méme distance.
Les molécules fluorescentes de ddNTP ne sont pas visibles a I'ceil nu. Elles sont révélées a ’aide
d’un laser qui va les exciter et les faire émettre de la lumiere dans une couleur différente (A vert, T
rouge, G jaune et C bleu). Il suffit alors de lire la succession des couleurs pour connaitre 'ordre des
nucléotides, c'est-a-dire la séquence de I'ADN, étape assurée automatiquement par les détecteurs
du séquenceur.

Le séquencgage a donc été réalisé en utilisant les amorces spl, sp2, sp3 et sp4 (Figure 24). La figure

25 présente les différentes étapes du séquencage.

sp2 sp3

sp4 rD1

TTCCTCCACTAGGTCGG

Figure 24 : Structure du brin ’ADNr 168 et position des amorces utilisées pour 'amplification du gene
entier (cf I1.2.2.b) pour le séquencage
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c. Identification des séquences

Les séquences obtenues, au format fastq, sont nettoyées avec le logiciel libre BioEdit Sequence Alignement
Editor ; puis les séquences propres sont alignées en contig (format fasta) avec le méme logiciel. Le contig
est ensuite comparé avec les séquences répertoriées dans la base de données. NCBI (National Center for
Biotechnology Identification) afin d’identifier le genre et 'espece. Une homologie de 99 % avec la banque

de données est choisie comme seuil.

IV. Analyses des propriétés physiques

IV.1. Stockage et préparation des échantillons

Apres la fabrication (cf. Partie 1T — I1.2), les cubes de jambons emballés sous vide, traités ou non par hautes
pressions et biopréservés ou non, sont stockés a 4 °C. Des échantillons sont ensuite prélevés a différents
temps J+1, J+7, J+14 et J+21 de stockage. Pour chaque analyse, les cubes de jambon sont remis a
température ambiante pendant 5 minutes puis 50 g sont prélevés puis broyés (Blender Instrument, Waring)

pendant 10 a 15 secondes afin d’avoir un prélevement homogene et représentatif.
IV.2. Mesure du pH

Les mesures de pH ont été effectuées a 'aide d’'un pH-metre (InLab® Sensors, Mettler Toledo GmbH,
Suisse). Pour cela, 30 ml d’eau distillée sont ajoutés a 10 g d’échantillon broyé. Le mélange est homogénéisé
al’aide d’un ultradisperseur (Ultra Turrax IKA® T25, Staufen Im Breisgau, Allemagne) pendant 30 secondes
a 11000 rpm. Le pH est mesuré sur 'homogénat grace a une sonde liquide préalablement calibrée avant
utilisation.
IV.3. Mesure de la teneur en eau

La mesure de la teneur en eau a été effectuée par dessiccation. Cing grammes d’échantillon broyé sont pesés
avec précision dans une coupelle aluminium et mis a Pétuve a 105 °C pendant 24 h. La capsule est ensuite

stabilisée dans un dessiccateur et pesée précisément. La teneur en eau est calculée comme suit :

masse jambon apreés dessiccation)

Teneur en eau (%) = (1 )X 100

masse initiale jambon

IV.4. Mesure de la capacité de rétention d’eau (CRE)

L’évaluation de la CRE a été effectuée par centrifugation selon une adaptation de la méthode de Duranton
et al. (2012a). Dix grammes d’échantillon broyé sont placés dans un tube a centrifuger qui contient deux
papiers filtres de porosité différente (Whatman n° 3 et n° 40). Une centrifugation (centrifugeuse Aventi JE,
Beckman Coultet, Fullerton, USA) est ensuite effectuée a 5000 g pendant 20 min 2 20 °C. La CRE est
calculée par rapport a la teneur en eau selon I’équation suivante :

Masse initiale — Masse apres centrifugation

CRE (%) = Teneur en eau — ( X 100)

Masse initiale
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IV.5. Mesure de ’exsudation

L’exsudation traduit la perte en jus subie par le jambon au cours du stockage. Avant d’étre emballés sous
vide et traités ou non par hautes pressions, les cubes de jambons sont pesés avec précision (Pi). A chaque
jour de stockage, les échantillons sont retirés de leur emballage, essuyés a 'aide d’un papier absorbant puis

pesés (Pf). L’exsudation est alors calculée comme suit :

_ Pi — Pf
Exsudation (%) = T X 100

IV.6. Mesure de la couleur

L’évaluation de la couleur a été effectuée avec un spectrocolorimetre CM-3500d (MINOLTA, Japon) qui
utilise le systeme colorimétrique CIE L*a*b* (Figure 26). 1l s’agit d’un systeme qui se fonde sur une

représentation sur 3 axes orthogonaux L* (clarté), a* (indice de rouge) et b*(indice de jaune).

Blanc L*=100%

Jaune
Vert T, ., fa=—r)
P — A Rouge
¥ - b*
Bleu
Noir L*=0

Figure 26 : Espace colorimétrique CIELAB (L* a* b*)

D’autres paramétres peuvent étre calculés :
- Lasaturation C* qui correspond 2 la distance du point représentatif de la couleur au centre du cercle
N Py
- L’écart de couleur AE qui correspond a I’écart colorimétrique entre un standard et ’échantillon a

analyser

AE =/(AL)? + (Aa*)? + (Ab*)?
Cet espace est le plus proche de la sensibilité de I'ceil humain. Sa totalité contient environ 4.2 millions de
couleurs et la distribution des couleurs y est uniforme. Cette uniformité signifie que de faibles écarts

théoriques entre couleurs sont ressentis comme étant également faibles visuellement.
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Les mesures sont effectuées sur toutes les faces du cube de jambon (une mesure par face) et 15 cubes sont

analysés pour chaque condition et chaque jour de stockage.
IV.7. Mesure de la texture

La texture des cubes de jambon est caractérisée par I’analyse du profil de texture (TPA) selon la méthode
décrite par Bourne (1978). Les mesures sont effectuées a I'aide d’un texturometre TA-XT Plus (Texture
Technologies Corp. and Stable Micro Systems, Ltd., Hamilton, USA) équipé d’un capteur de 50 kg et d’'une
platine cylindrique de 75 mm de diamétre. Les cubes de jambon subissent deux compressions uniaxiales de
30 % par rapport a leur hauteur initiale. La vitesse de compression est de 1 mm/s avec un temps d’attente
de 10 s entre chaque compression et la précharge est de 0,10 N. Le type de courbe obtenu est présenté en

Figure 27.

BSO-
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Figure 27 : Mesure de la texture. (A) Texturomeétre TA-XT Plus, (B) Courbe d’un profil de texture du

jambon cuit exprimant la force appliquée en fonction du temps

Les mesures ont permis de définir deux parameétres pertinents :

- La dureté (en N) qui est définie comme la force nécessaire pour comprimer 'aliment entre les
molaires. Elle correspond a la force maximale pour atteindre la déformation imposée lors de la
premiére compression.

- La cohésion qui correspond a I'aire du premier cycle (A1) sur celui du second cycle (A). 1l s’agit de
la maniére dont le produit résiste a la seconde déformation, relativement a la facon dont il s’est

comporté lors de la premiére.
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V. Analyse des propriétés chimiques
V.1.Dosage du fer libre

Le fer est présent sous différentes formes dans la viande et les produits carnés. Le fer libre, c’est-a-dire le
fer non lié a ’heme, est connu pour contribuer a oxydation des lipides. Le dosage du fer libre est réalisé

selon la méthode de Villamonte ez a/. (2017).

Un gramme d’échantillon broyé est homogénéisé avec 20 ml de tampon citrate (10 mM, pH 7, 140 mM de
NaCl) a 'aide d’un ultradisperseur (Ultra Turrax T-25 IKA® Staufen Im Breisgau, Allemagne) pendant 3 x
10 s 2 11000 rpm. 4 ml du méme tampon sont ensuite placés dans des boudins de dialyse d’un diametre de
15 mm (seuil de coupure 12 kDa). Les boudins de dialyse sont ensuite placés dans ’homogénat. La dialyse
est effectuée pendant 3h30 a température ambiante sous agitation. En parallele, un blanc est réalisé avec un
boudin de dialyse de 4 ml de tampon citrate laissé a 'équilibre dans 20 ml du méme tampon afin de controler
le relargage éventuel du fer des boudins de dialyse. A la fin de la dialyse, les dialysats sont récupérés

individuellement par le biais d’une seringue afin d’en doser la concentration en fer libre.

1 ml de dialysat est mélangé avec 100 pm d’acide ascorbique a 10 mM et 120 pl de ferrozine a 10 mM. En
parallele, une gamme d’étalonnage, traitée comme le dialysat, est réalisée avec du sulfate de fer avec des
concentrations comprises entre 5 et 20 uM. Apres agitation pendant 20 min a 1000 rpm (Digital Disruptor
Genie, Scientific Industries, Bohéme, USA), les absorbances des échantillons et de la gamme sont mesurées
au spectrophotomere (Lambda 25, Perkin Elmer) a 562 nm contre un blanc réactif contenant 1 ml de
tampon, 100 pl d’acide ascorbique et 120 ul de ferrozine. La concentration en fer libre (ug/g de jambon) est

déterminée grice a la courbe d’étalonnage (figure 28) et telle que :

(Aéchantillon ase2znm X MFe X Vtampon de mise a l’équilibre) —b

Fer libre =
a X Myignde pesée

a : coefficient directeur de la droite d’étalonnage
b : ordonée a l'origine de la droite d’étalonnage
Mg : 55,845 g/mol

Vampon de mise  Péquilibre : 24 ml (20 ml d’extrait de viande + 4 ml de boudin de dialyse)

67



Matériels et Méthodes

0,40

0,35 y =17,779x + 0,0019
R?=0,9999

0,30 |
025 |
0,20 |
0,15 |
0,10 |
0,05 |

O’OO 1 1 1 )
0 0,005 0,01 0,015 0,02

Concentration en fer (en mM)

Absorbance a 562 nm

Figure 28 : Courbe de calibration de la concentration en fer par une solution de sulfate de fer a 562 nm
V.2. Analyses de ’oxydation des lipides

Les acides gras ayant plus de deux doubles liaisons donnent, entre autres, parmi les produits d’oxydation
secondaire, le malondialdéhyde (MDA) qui est le marqueur de 'oxydation des lipides par excellence. L'acide
thiobarbiturique (TBA) réagit avec le MDA pour former un complexe MDA- (TBA)2 rose (Figure 29). La
quantité de complexe produite, et par conséquent l'intensité de la couleur obtenue, est proportionnelle a la
teneur en MDA et permet de quantifier I'état d'oxydation des corps gras analysés. La concentration de MDA
peut étre évaluée par quantification spectrophotométrique des TBARS (substances réagissant

spécifiquement avec le TBA) ou par mesure apres séparation du complexe MDA- (TBA), par u-HPLC.

M 5H
SH. o e D 0 0
il | + \c— E:— c’f//x
M ;\b\ _ H/ \H
T MDA
HO aH
TBA MDA-(TBA),

Figure 29 : Formation du complexe MDA-(TBA)»
V.2.1. Dosage des TBARS

Les TBARS sont quantifiés selon la méthode de Villamonte ¢# a/. (2017) avec de légeres modifications.
Quatre grammes d'échantillon sont homogénéisés avec un ultradisperseur (Ultra Turrax T-25 IKA® Staufen
Im Breisgau, Allemagne) a 11000 rpm pendant 2 x 35 s dans une solution d'extraction (40 pl de BHT 4,5
mM préparé dans de I’éthanol, 80 ul IEDTA 0,1 M et 10 ml de TCA 0,3 M) et dans un bain de glace.
L'homogénat est ensuite agité au vortex pendant 1 min, dissout a I'ultrason pendant 5 min et centrifugé a 4

000 g pendant 10 min. Le surnageant est alors mélangé avec 3 ml d’un réactif TBA a 55,5 mM préparé dans
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une solution de NaOH 0,05 M, chauffé a 70 °C pendant 20 min puis refroidi sous un courant d'eau froide.

L'absotbance est alors entegistrée entre 400 2 600 nm contre un blanc constitué des réactifs.

Les concentrations en TBARS sont calculées a partir d'une courbe d’étalonnage (Figure 30) en utilisant du
1,1,3,3-tetra-éthoxypropane (TEP) (Sigma Aldrich, T9889) qui est un précurseur du MDA. La solution mere
de MDA a été préparée par hydrolyse acide du TEP a 1 mg/ml dans du HC1 0,1 N au bain-matie bouillant
pendant 5 min. La concentration en MDA de cette solution a été déterminée par mesure
spectrophotométrique de ’absorbance a 245 nm et avec un coefficient d’extinction de 13700 M-1.cm!. Cette
solution meére de MDA a été utilisée pour réaliser la courbe étalon par dilutions successives a des
concentrations comprises entre 0 et 7,5 uM. Les solutions filles obtenues ont été traitées de la méme facon

que les échantillons.

L'absorbance a 532 nm de la gamme étalon et des échantillons est corrigée en soustrayant la valeur
d'absorbance a 575 nm pour limiter la surestimation liée a la turbidité du milieu réactionnel (correction de

la ligne de base) (Figure 31).

0,50 ¢
045 1 y = 0,0613x + 0,0016
0,40 I Rz =10,9999

035
030 t
025 |
020 t
015 |
010
005 |
0,00 - - - - - - - :

A532 nm === A575 nm

[MDA] (umol/1)

Figure 30 : Courbe d’étalonnage du TEP : absorbance corrigée (Ass2 am— As7sam) en fonction de la

concentration en MDA
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Figure 31 : Spectre d’un extrait protéique de jambon cuit apres réaction avec du TBA

Les résultats ont été exprimés en nmol équivalent de malondialdéhyde (MDA) par g de jambon cuit et

déterminés selon I’équation suivante :

[(A532nm - A575nm) - b] X VT X 103

a X Mjgmbon cuit

Teneur en TBARS =

a : Coefficient directeur de la droite d’étalonnage du TEP
b : Ordonnée a lorigine de la droite d’étalonnage du TEP
Vr: Volume solution d’extraction (Veur + Vepra + Vrea) enl

Mjambon cuie * Prise d’essai en g

V.2.2. Dosage du MDA par HPLC

Le MDA a également été quantifié par chromatographie liquide haute performance (HPLC) selon le
protocole de Kenmogne-Domguia, ¢z al. (2012). Les échantillons sont préparés de la méme fagon que pour
la quantification des TBARS. Ensuite, 20 ul de mélange réactionnel sont injectés dans un systeme u-HPLC
(chaine UHPLC Dionex RS-LC Ultimate 3000) associé a une colonne C18 (Symmetry, 150 x 4,6 mm, 5 um)
et a un détecteur a barette de diode (DAD) a une longueur d'onde de 532 nm. Le complexe MDA- (TBA)»
est élué a un débit de 1 ml/min avec une phase mobile composée de tampon NaH2PO4/Na;HPO, (50 mM,
pH 6,8) / méthanol / acétonitrile (72 / 17 / 11; v/v/v). Le MDA a été quantifié en utilisant une coutbe
d'étalonnage externe de TEP comme lors du dosage des TBARS.

Le pic correspondant au complexe MDA-(TBA); est sélectivement détecté, et son aire est obtenue par

intégration grace au logiciel Chroméléon.
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La concentration en MDA de I’échantillon est exprimée en nmol/get calculée ainsi :

(Smpa—(rBay, — b) X Vg X 103

ax mjambon cuit

Teneur en MDA =

Sama-reay: Surface du pic du complexe MDA-(TBA); en mV*min

a : Pente de la droite de calibration du TEP

b : Ordonnée a l'origine de la droite de calibration du TEP

Vr. Volume total du contenu du tube = Vegmaic + Varr/eion + Vepra + Vrcaenl

MYjambon cuie * Prise d’essai en g

V.2.3. Péroxydation stimulée des lipides

Afin d’évaluer la sensibilité des acides gras (en particulier ceux polyinsaturés) de 'échantillon a la lumiére et
Iair, une induction de la lipoperoxydation est effectuée. De méme que précédemment, les TBARS sont

utilisés pour déterminer le niveau d’oxydation. La méthode utilisée est celle de Guillevic ez a/. (2009).

1 g de jambon broyé est homogénérisé dans 9 ml de KCI 1,15 %. 100 pd’homogénat sont ensuite ajoutés a
500 pl de tampon malate de tris 80 mM (pH 7,4), 200 pl de sulfate de fer 5 mM (comme catalyseur de la
réaction) et 200 ul d’acide ascorbique 2 mM. Le mélange est ensuite incubé a 37 °C pendant 300 min. A des
temps donnés, (0, 60, 120, 200 et 300 minutes) la réaction est arrétée en ajoutant au milieu, un concentré de
TBA-TCA-HCL puis agité au vortex. La solution est ensuite placée dans un bain bouillant pendant 15 min
puis immédiatement refroidie dans un bain de glace pendant 15 min. Une centrifugation de 4000 g pendant
10 min est ensuite effectuée. L'absotbance de l'échantillon est déterminée a 535 nm contre un blanc
contenant tous les réactifs moins 'homogénat. Les TBARS sont exprimés en nmol de malonaldéhyde/g de

jambon en utilisant le coefficient d’extinction du MDA qui est de 1,56 x 10> M-! cm!.

A535 nm
TBARS| =
[ ] 1,56 X 105 X m X Vyggetion X d X 10°

As3s am : Absorbance mesurée a 535 nm

1,56 x 105: coefficient d’extinction du MDA (en M-.cm1)
m : prise d’essai du jambon (g)

Vréaction : volume de réaction (3 ml)

d : facteur de dilution de I’homogénat (10)

109: facteur de conversion de mol a2 nmol
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V.3. Analyse des protéines

V.3.1. Extraction des protéines

L’étude des protéines de jambon cuit traité ou non par hautes pressions et biopréservé ou non nécessite
Pextraction de celles-ci. Cependant, aucune méthodologie non dénaturante ne permet d’extraire la totalité

des protéines. Ainsi, les résultats seront exprimés sur la base des protéines extraites.

Un gramme de jambon cuit broyé est mélangé a 9 ml de tampon phosphate de potassium a 0.04 M pH 6 et
contenant 0.6 M de chlorure de potassium. Le mélange est ensuite homogénéisé a 'aide d’un ultradisperseur
(Ultra Turrax T-25 IKA® Staufen Im Breisgau, Allemagne) pendant 2 x 30 s 2 11000 rpm. I’homogénat
protéique est ensuite filtré sur gaze (8 épaisseurs) afin d’éliminer le tissu conjonctif et les lipides résiduels.
Cet extrait protéique sera utilisé pour les différentes analyses de caractérisation des protéines du jambon

cuit.
V.3.2. Dosage des protéines

Le dosage des protéines a été réalisé par la méthode de Biuret (Gornall e al, 1949) qui est basée sur la
réaction des liaisons peptidiques des protéines avec les ions Cu?* pour former des complexes de couleur

bleue dont l'intensité est proportionnelle a la concentration protéique.

200 pl d’extrait protéique, dont la concentration doit étre comprise entre 1 et 10 g/l de tampon, sont
mélangés a 200 ul de cholate de sodium a 4 % (m/v), 2.3 ml d’hydroxyde de sodium 10 % (m/v) et 300 pl
de sulfate de cuivre 1 % (m/v). Un repos de 15 min est effectué puis "absorbance est mesurée a 540 nm par
spectrophotométrie (Lambda 25, Perkin Elmer). La gamme d’étalonnage est réalisée sur des solutions de
SAB (sérum albumine bovine) (Sigma-Aldrich, Missouri, Etats-Unis) a des concentrations comprises entre

Tet10 g/l
V.3.3. Solubilité des protéines

La solubilité des protéines est généralement définie comme la quantité de protéines restant en solution apres
Papplication d’une force centrifuge spécifique pendant un temps précis (Hultin, Feng & Stanley, 1995).
L’extrait protéique est centrifugé a 5000 g pendant 15 min a 20 °C. Le surnageant est récupéré afin de

mesurer la concentration en protéines solubles par la méthode de Biuret.
V.3.4. Dénaturation des protéines

La calorimétrie a balayage différentiel (ou Differential Scanning Calorimetry DSC) est une technique
thermoanalytique permettant de suivre les modifications des propriétés physiques ou chimiques des
composés en fonction de la température tels que les changements d’état, de structure ou de phase. Les
macromolécules et les ensembles macromoléculaires (> 5000 Daltons), tels que les protéines et les lipides,
peuvent former des structures tridimensionnelles bien définies subissant des changements conformationnels

sous l'effet de la chaleur. Ces réarrangements structurels se traduisent par une absorption de chaleur due a
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la redistribution des liaisons non covalentes (Ma & Harwalkar, 1991). La calorimétrie différentielle a balayage

mesure cette absorption de chaleur. Ici, la DSC va permettre de caractériser les protéines du jambon cuit.

a. Principe de la mesure
Le principe consiste a mesuter la quantité d’énergie requise pour chauffer un échantillon en fonction de la
température, par rapport a une référence. On patle également de mesure d’enthalpie (ou flux de chaleur) en
fonction de la température. L’appareil ajuste donc la quantité d’énergie transmise a I’échantillon afin que sa
température demeure semblable a celle de la référence. Ainsi, tout changement induit par la température
entraine une modification du flux de chaleur différentiel qui est ensuite enregistré sous forme de pic sur un

thermogramme.

Le thermogramme se présente sous la forme d’un graphique montrant le flux de chaleur en fonction de la
température. Deux types de changements de phase peuvent étre observés (Figure 32), soit des processus
exothermiques (ou ’échantillon libére de la chaleur) soit les processus endothermiques (ou I’échantillon

absorbe de la chaleur).

Pic exothermique

Flux de chaleur

AH

Pic endothermique

Ta Température

Figure 32 : Thermogramme montrant les changements de phase possible obtenus par calorimétrie

Deux paramétres peuvent étre récupérés a partir du thermogramme :

- La température au sommet du pic qui correspond a la température de dénaturation (T).
- L'enthalpie de dénaturation AH qui correspond a la surface sous le pic de DSC normalisé par la

quantité de matiere seche protéique.
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b. Mode opératoire
Les mesures sont réalisées a I'aide d’'une pDSC II1 (Setaram Instrumentation, Caluire, France). La méthode
utilisée est inspirée de celle de Villamonte ez a/ (2013) avec quelques modifications. 700 a 800 mg
d’échantillon broyé sont placés dans une cellule Hastelloy® et la cellule de référence est remple d’eau avec
une masse égale a ’échantillon. La cinétique de chauffage est de 10 °C 2 110 °C a une vitesse de 0,5 °C/min.
Le traitement des données est effectué a 'aide du logiciel Calisto processing (Setaram Instrumentation,
Caluire, France). Une intégration entre 35 et 90 °C a permis d’obtenir enthalpie de dénaturation de chaque
pic ainsi que Penthalpie totale AH (J/ g de matiére séche). Les températures de dénaturation sont relevées

au sommet de chaque pic.
V.3.5. Analyse de 'oxydation des protéines

Plusieurs méthodes permettent d’évaluer I’état oxydatif des protéines du jambon cuit. La plus couramment
utilisée est la quantification des composés carbonylés par le DNPH (2,4-DiNitroPhenylHydrazine).
Toutefois, afin d’¢tre le plus représentatif de leffet du procédé sur oxydation des protéines, une

détermination des groupements thiols est également réalisée en paralléle.
a. Dosage des composés carbonylés

La méthode de Levine ¢z a/ (1994), avec quelques modifications, a été utilisée pour la quantification des
composés carbonylés. Ces derniers réagissent de fagcon spécifique avec le DNPH et forment un précipité

jaune dont le pic d’absorbance est situé a 370 nm.

100 pl d’extrait protéique sont précipités avec 1 ml d'acide trichloroacétique (TCA) a 10 % (m/v) et
centrifugés (10000 g, 5 min, 4 °C). Le culot est ensuite repris dans 0,8 ml de DNPH 4 0,2 % (m/v) dans de
l'acide chlothydrique 2 M, et l'échantillon est mis sous agitation a 2000 rpm (Digital Disruptor Genie,
Scientific Industries, Bohéme, USA) a température ambiante et a l'abri de lumiere pendant 1 heure. Les
protéines sont ensuite précipitées par addition de 0,7 ml de TCA a 10 % puis centrifugées (10000 g, 10 min,
4 °C), aptes quoi le surnageant est éliminé. L'excés de DNPH est éliminé pat trois lavages successifs avec 1
ml d’un mélange d'éthanol/acétate d'éthyle (1:1, v/v), agité au vortex et centrifugé a 10000 g pendant 5 min
a4 °C. Apres le dernier lavage, 'exces de solvant est éliminé en laissant I'échantillon sous hotte pendant 1
h. Le culot séché est alors repris dans 1 ml d’hydrochlorure de guanidine 6 M dans du tampon phosphate
20 mM (pH 6,5) et le mélange est agité a 2000 rpm pendant 30 min al'abri de la lumiére. Apres centrifugation
(10000 g, 10 min, 4 ° C), un spectre d’absorbance est mesuré entre 250 et 500 nm (spectrophotometre
Lambda 25, Perkin Elmer, Waltham, Etats-Unis) contre la solution de guanidine 0,6 M (Figure 33).
L'absotrbance mesurée a 280 nm est utilisée pour quantifier la concentration en protéines et la teneur en

composés carbonylés est déterminée a 370 nm.
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Figure 33 : Spectre d’un extrait protéique de jambon cuit apres réaction au DNPH

La teneur en protéines dans I'extrait protéique est déterminée par la formule suivante :

A - (0,29 x A
[Protéines extraites| = 280 mm — ( 370 nm)
(eng/l) A280 nm s4B 1g/1

0,29 : facteur donnant 'absorbance résiduelle des protéines carbonylées a 280 nm

A 280 amsaB 11 = 0,5353 (absorbance a 280 nm du SAB a une concentration de 1 g/1)

La teneut en protéines carbonylées (umol/I) est calculée en tenant compte de la dérive de la ligne de base

(Figure 34).
0,08 r

Absorbance

300 350 400 450 500

Longueur d'onde (nm)

Figure 34 : Spectre de I'extrait protéique de jambon cuit entre 300 et 500 nm apres réaction au DNPH
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Les ajustements suivants ont été pris en compte pour les valeurs d’absorbance a 370 nm.

L (A316 nm — As00nm) X (370 —500)
Az79nmcorrigée = Az7onm —

316 — 500 * Asoo nm
i i Az70 nmcorrigée
[Composés carbonylés] =
(en pM) 1 X €370 nm

1 : trajet optique de la cuve = 1 cm
€370 nm : coefficient d’extinction molaire des protéines hydrazines a 370 nm = 21 1/nmol/cm = 0,021

1/umol/cm

La concentration en composés carbonylés par rapport aux protéines extraites (umol/g de protéines) est

calculée comme suit :

[Composés carbonylés](en uM)
[Composés carbonylés]| = — -
(en umol/g de protéines) [Protéines extraites]

b. Dosage des thiols

La concentration en groupements thiol (groupement sulthydryle SH) a été déterminée selon la méthode
décrite par Guyon ez al. (2018). La fonction thiol peut étre mesurée par réaction avec ’acide 5,5 dithiobis-

2-nitrobenzoique (réactif d’Ellman) donnant ’acide 5-thio-trinitrobenzoique (Figure 35) qui est un composé

jaune dosable a 412 nm.

COOH NO,

“q - S-S NO,
/CH-CHZ -SH +
NH:  cystéine - C\ C—OH
= ) O o}
W l acide 5,5'-dithiobis-2-nitrobenzoique
COO\H
SH NO, CH-CH,-S-S NO,
NH,
,L—OH - ,C—OH
0 o}
acide thionitrobenzoique

Figure 35 : Réaction du DTNB sur groupement sulthydryle libre

Cent microlitres d’extrait protéique sont dissouts dans 1,4 ml d’une solution d’urée 6 M préparée dans une
solution de tampon phosphate (40 mM, KCI 0,6 M, pH 6) pour quantifier les thiols accessibles, et 100 ul du

méme extrait sont mélangés avec 1,4 ml du méme tampon phosphate (40 mM, KCI 0,6 M, pH 6) pour

76



Matériels et Méthodes

quantifier les thiols libres. Ensuite, 30 ul de réactif DTNB a 10 mM sont ajoutés aux deux solutions et sont
ensuite agitées au vortex. Les mélanges sont protégés contre la lumiere et laissés réagir pendant exactement
30 min. L'absorbance est alors mesurée par spectrophotométrie a 412 nm. La concentration en thiol est
calculée en utilisant la loi de Beer Lambert et la concentration en protéine est déterminée en paralléle avec
la méthode de Biuret. La concentration en thiols (en umol/g de protéines) est calculée grace a ’équation

suivante :

6
A412 nm X 10
E412nm X 1 X [protéines]

Concentrationen SH =

€412am 1 coefficient d’extinction molaire a2 412 nm du complexe coloré = 11400 1/umol/cm
1 : trajet optique de la cuve = 1 cm

[Protéines] : concentration en protéines en g/1
V.3.6. Evaluation de la digestibilité des protéines du jambon cuit

Afin d’évaluer Peffet du procédé sur la digestibilité des protéines du jambon cuit, une digestion enzymatique
a été effectuée en simulant le compartiment gastrique de l'estomac et du duodénum. La digestibilité des
protéines a été évaluée comme décrit par Gatellier & Santé-Lhoutellier (2009) avec des modifications

mineures.
a. Mode opératoire

Trois grammes de jambon cuit broyé sont homogénéisés (2 x 30 s a 11000 rpm puis 2 x 30 s 2 13500 rpm)
avec un ultradisperseur (Ultra Turrax T-25 IKA® Staufen Im Breisgau, Allemagne) dans 30 ml de tampon
glycine 33 mM. a pH 1,8 (Sigma Aldrich). Une solution de pepsine (P7012 — 2500 U/ mg de solide, Sigma
Aldrich) a une concentration de 25 U/mg de protéine est prépatée en parallele dans le méme tampon glycine
33 mM a pH 1,8. L’homogénat de jambon et la solution de pepsine sont ensuite chauffés jusqu’a avoir une
température de 37 °C et lorsque cette température est atteinte, 2 ml de la solution de pepsine sont ajoutés a
I’homogénat. Le mélange est incubé a 37 °C pendant 2 h. A différents temps de I'incubation (0, 5, 10, 20,
30, 40, 60, 90 et 120 min), 500 pl de digestat sont prélevés et ajoutés a 500 pl d'acide trichloroacétique (TCA)
a 15 % préalablement préparés dans des eppendorfs afin de stopper I'action de la pepsine. Les eppendorfs

sont ensuite immédiatement placés dans un bain de glace pendant au moins 30 min.

Apres 2 heures de digestion pepsique, la réaction est stoppée en ajustant le pH a 8 avec du NaOH 1 M, et
I’homogénat est immédiatement refroidi dans un bain de glace pendant 1 h. Une solution de trypsine (EC
3.4.21.4 — 16200 U/ mg de solide, Sigma Aldrich) a une concentration de 6,55 U/mg de protéine totale est
préparée. L’homogénat qui a été refroidi dans un bain de glace ainsi que la solution de trypsine sont remis a
une température de 37 °C et lorsque cette température est atteinte, 2 ml de la solution de trypsine est ajouté
a ’homogénat. Le mélange est de nouveau incubé a 37 © C pendant 2 heures supplémentaires. A différents

temps apres l'addition de trypsine (0, 10, 20, 30, 60 et 120 min), la digestion est arrétée par addition de 500
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Absorbance

ul de TCA 15 % dans un bain de glace pendant au moins 30 min comme précédemment. Les différents

digestats prélevés sont ensuite centrifugés a 4000 g pendant 15 min 2 4 ° C et la teneur en peptides dans la

fraction soluble est estimée par absorbance (A) a 280 nm.

b. Détermination des paramétres de la digestion in vitro

Une modélisation mathématique selon Gatellier & Santé-Lhoutellier (2009) est utilisée pour caractériser le

processus digestif. Deux parametres sont déterminés :

- L’absorbance maximale (Amax), qui est un bon indice du niveau de protéolyse et représente la

valeur d’absorbance obtenue aprés un temps de digestion infini.

- Le temps de demi-vie de la réaction (ti/2) correspondant au temps nécessaire pour produire la moitié

de la quantité de peptide hydrolysé a Amax, qui mesure la vitesse de digestion.

Ces deux parameétres ont été obtenus en tracant l'inverse de I'absorbance (1/A) par rapport a l'inverse du

temps d'incubation (1/t) et en déterminant I"équation de la courbe de tendance exponentielle (figure 36).

1,8 r
1,6
* L *
L
1,4
50 r
1,2 * °
40 | 1/A=O,4841622’388(1/t)
* R2=10,9951
Lo r 30 b
<?
—
0,8 2.0 r
¢ 1,0 +
0,6
0’0 1 1 1 1 1 J
04 F 0 0,02 0,04 0,06 0,08 0,1 0,12
1/t
02 F &
*
O’O ‘ 1 1 1 1 1 1 J
0 20 40 60 80 100 120 140

Temps (min)

Figure 36 : Exemple de courbe de digestibilité pepsique de jambon cuit utilisé pour la détermination des

parameétres de digestibilité. En encadré : la courbe exponentielle correspondante
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On obtient ainsi ’équation :

t

Z ~ Amax

1 1 4
NG

ou B est un coefficient décrivant la forme de la courbe. L'extrapolation de 1/t = 0 donne Amax et ti/2 =

B/1n 2.
La quantité de peptides hydrolysés (Pmax) correspondant 2 Amax peut étre obtenue :

Amax
Pmax =

(eng/l)  Az80nmsaB1g/1
A280 nm sAB 12/1 = 0,5353 (absorbance 4 280 nm du SAB a une concentration de 1 g/1)

Le degré de digestibilité (Dmax) correspondant a Pmax et Amax peut étre calculé par rapport a la quantité

de protéine totale initiale dans les échantillons, comme suit :

P,—P
L M v100

Dmax (%) = P
L

Pi: concentration en protéine initiale totale
Pmax : concentration de protéine apres digestion gastrique et / ou intestinale

V.3.7. Electrophorése des protéines

Le profil des protéines du jambon cuit (traité ou non par hautes pressions et biopréservé ou non) ainsi que
des échantillons pendant la digestion 7z vitro est déterminé par électrophorese SDS-PAGE (électrophorese
en gel de polyacrylamide contenant du dodécysulfate de sodium) selon Laemmli (1970). L’électrophorese
SDS-PAGE est une technique consistant a faire migrer des protéines dans un gel, sous linfluence d'un
champ électrique, permettant ainsi leur séparation selon leur taille. Le SDS est un détergent anionique fort. 11
a la propriété de défaire la structure spatiale en se fixant sur les protéines et de les charger négativement et

ainsi de les séparer uniquement en fonction de leur masse moléculaire.

Pour le jambon cuit, quatre grammes d’échantillon broyé sont mélangés avec 4 ml de tampon de
dénaturation (tris-HCL 0.125 M a pH 6.8 (4 % (m/v) SDS, 1 % (m/v) 2-3-Mercaptoéthanol, 0.02 % (m/v)
bleu de bromophénol). Le mélange est homogénéisé a I'aide d’un ultradisperseur (Ultra Turrax T-25 IKA®
Staufen Im Breisgau, Allemagne) pendant 2 x 30 s a 11000 rpm. L’homogénat est ensuite chauffé au bain
marie a 100 °C pendant 5 min puis centrifugé a 10000 g pendant 5 min a 20 °C. Le surnageant est récupéré

puis dilué 5 fois a 'aide du tampon de dénaturation.

Pendant la digestion pepsique, 500 pl de digestat sont prélevés a différents temps (0, 5, 10, 20, 30, 40, 60,
90 et 120 min) puis 400 ul du méme tampon de dénaturation y sont ajoutés. Le pH des digestats pepsiques
étant acide (environ 1,8 a 2), 100 pl de NaOH 1N est ajouté afin de les neutraliser. De méme, pendant la

digestion trypsique, 500 pl de digestat sont prélevés a 0, 10, 20, 30, 60 et 120 min puis 500 ul de tampon de
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dénaturation y sont ajoutés. L’ajustement du pH n’est plus nécessaire puisque le pH des digestats trypsique
est déja basique (pH 8). L’homogénat est ensuite chauffé au bain marie a 100 °C pendant 5 min puis

centrifugé a 10000 g pendant 5 min a 20 °C.

La séparation est effectuée sur un gel a 12 % d’acrylamide (Mini-PROTEAN® TGX™ Precast Gels, BIO-
RAD, Etats-Unis) a 'aide d’'un systeme de migration automatique verticale (Mini-PROTEAN® Tetra Cell
system BIO-RAD). La migration est effectuée a des tensions imposées 250 V-20 mA-3 W. Des phases de
coloration, décoloration et conservation sont ensuite effectuées respectivement avec du bleu de coomassie
dilué dans 60 % d'éthanol et 20 % d'acide acétique (v/v), un mélange d'acide acétique/éthanol/eau
(10/30/60 ; v/v) et un mélange de glycérol/acide acétique/eau (10/10/80 ; v/v). Des marqueurs de poids
moléculaire ont été utilisés sur chaque gel pour déterminer les poids moléculaires des bandes de protéines.
Les gels ont ensuite été numérisés avec un scanner d’image (GE Healthcare, Etats-Unis) et les bandes ont

été analysées avec le logiciel Multi Gauge (Science Lab, FUJIFILM).

VI. Evaluation sensorielle

VI.1. Principe de la méthode

Une évaluation sensorielle olfactive a été effectuée sur le jambon cuit biopréservé et/ou traité par hautes
pressions afin d’évaluer si le traitement combiné a un impact sur 'odeur du jambon cuit traditionnel. La
méthode utilisée est un test triangulaire qui a été réalisé selon la norme NF EN ISO 4120 (2007). 1l s’agit
d’une méthode qui permet de déterminer §’il existe une différence d’odeur perceptible entre le jambon cuit

traditionnel et le jambon cuit traité.

Les sujets recoivent un ensemble de trois échantillons codés et sont informés que deux échantillons sont
semblables et quun est différent. Comme il s’agit d’'un test a choix forcé, les sujets doivent désigner
I’échantillon qu’ils pensent étre différent méme si ce choix ne repose que sur une supposition. Le nombre
de réponses correctes est comptabilisé et sa signification déterminée par référence a une table statistique

(Annexe 2) avec un risque a= 0,05.
VL.2. Mode opératoire

L’analyse sensorielle olfactive est effectuée en parallele des analyses microbiologiques c’est-a-dire a J+1 et a
J+15 durant le vieillissement accéléré (10 jours a 4 °C puis 20 jours a § °C). Apzes le traitement par hautes
pressions et/ou la biopréservation, 10 a 12 g de jambon sont placés dans des flacons préalablement
numérotés au hasard avec des codes a trois chiffres. 1l faut veiller a ce que les cubes de jambon soient les
plus identiques possible afin que les sujets ne soient pas capables d'identifier les échantillons d'apres la
manicre dont ils sont présentés, d’apres leur couleur ou encore d’apres la taille des cubes. Les échantillons
sont maintenus a leur température de stockage jusqu’a ce qu’ils soient présentés aux sujets. La fiche détaillant
les instructions données aux sujets lors du test est présentée en Annexe 3. Un minimum de 24 sujets non
entrainés est requis pour ce test triangulaire de différence. Les différents échantillons testés ainsi que les

différentes séries de test sont présentés dans le tableau 14
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Tableau 14 : Les différentes séries testées lors de I'analyse sensorielle triangulaire

Série Echantillon 1 Echantillon 2 Effet 2 mettre en évidence

. _ ' Effet de la pression sur Podeur du
Sériel  Jambon témoin Jambon pressurisé ' )
jambon cuit

) _ . Effet de la souche bioprotectrice sur
Série 2  Jambon témoin Jambon biopréservé ' )
l'odeur de jambon cuit

. . Jambon biopréservé puis Effet du traitement combiné sur
Série 3  Jambon témoin . . .
traité par HP I’'odeur du jambon cuit

. Jambon biopréservé puis Effet de la souche bioprotectrice sur
Série 4  Jambon pressurisé , . ,
traité par HP l'odeur du jambon pressurisé

Jambon biopréservé puis Effet de la pression sur I'odeur du
Série 5  Jambon biopréservé
traité par HP jambon biopréservé

VII. Traitement statistique

L’objectif des expériences est d’étudier I'influence des facteurs (pression, stockage et présence de bactéries
protectrices) sur les caractéristiques du jambon cuit. Les résultats sont indiqués en moyenne ¥ intervalle de
confiance. Les analyses statistiques sont réalisées grace au logiciel Statgraphics Centurion XVII version 17.2
(Statpoint Technologies, Inc, Virginie, Etats-Unis). L’interprétation des résultats se base sur I'analyse de
variance pour évaluer les effets des facteurs et leurs interactions. Lorsque 'analyse démontre au moins une
différence significative (p<<0,05), le test de Tukey est réalisé avec un niveau de confiance de 95 % afin de
déterminer entre quelles conditions existe une différence significative (p<<0,05). Le test de Tukey est effectué
sur ensemble des échantillons et les différences significatives sont signalées par des lettres différentes. Les

¢échantillons possédant au moins une lettre en commun ne sont donc pas significativement différents.

Un test de corrélation linéaire a ensuite été réalisé par calcul des coefficients r de Pearson avec un niveau
de confiance de 95 % (p < 0.05) afin d’évaluer 'existence de corrélation entre les différents indicateurs
étudiés. Ainsi, les variables peuvent étre non corrélées (= 0, hypothese nulle) ou corrélées (positivement :

r> 0 ou négativement » < 0, hypothese alternative).

Pour étre interprété, le coefficient de corrélation r doit étre significatif (la valeur de p doit étre plus petite

que 0,05). Lorsque le coefficient de corrélation est significatif, deux informations peuvent étre tirées :

e J.e sens de la relation linéaire entre les deux variables : Le coefficient de corrélation varie entre - 1

et 1. Un coefficient de 1 indique une corrélation positive parfaite entre les deux variables. A l'inverse,
un coefficient de - 1 indique une corrélation négative parfaite (lorsque la variable x augmente, la

variable y diminue dans la méme proportion).
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e La force de la relation linéaire entre les deux variables : Plus la valeur du coefficient est proche de

+ 1 oude - 1, plus les deux variables sont associées fortement. Au contraire, plus le coefficient est

ptes de 0, moins l'association est forte.

La force de la relation entre les variables peut ensuite étre catégorisée avec les balises de Cohen (Cohen,
1988) qui caractérisent la taille de Peffet. La taille de P'effet représente I'écart entre 'hypothése nulle et
I’hypothese alternative. Une taille d’effet de O correspond a ’hypothése nulle. Par exemple, ’hypothése nulle
du test de corrélation de Pearson est que » = 0. Ainsi, pour connaitre la taille de Ieffet, il suffit de compatrer
les valeurs des coefficients de corrélation  qui sont significatifs (p<0,05) aux balises de Cohen représentées

ci-apres :

Coefficient de Pearson (7) Effet/Corrélation
Autour de 0,10 Faible
Autour de 0,30 Moyen
Supérieur a 0,50 Fort
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PARTIE III : RESULTATS ET DISCUSSION

I. EFFET DES HAUTES PRESSIONS ET DE LA BIOPRESERVATION SUR
I’ACCEPTABILITE MICROBIOLOGIQUE ET SENSORIELLE DU JAMBON CUIT
SUPERIEUR

La durée de conservation des produits carnés est généralement définie par la numération de la flore
d’altération endogene ainsi que par le développement d’odeurs et/ou d’appatrences inacceptables. En effet,
la détérioration des produits carnés par les bactéries est souvent liée a la production d'acides, d'arémes
désagréables et de composés dégradant la couleur, entralnant ainsi le rejet du produit. Les critéres
microbiologiques et sensoriels sont donc intimement liés et contribuent fortement a 'acceptabilité du

produit par le consommateur.

Le traitement par hautes pressions est reconnu pour inactiver de fagon efficace la flore d’altération des
produits carnés. Cependant, la combinaison de ce procédé avec I'utilisation de flores protectrices est encore
peu documentée. 11 est donc intéressant d’étudier 'effet des hautes pressions sur la flore protectrice ajoutée,
ainsi que leffet synergique potentiel de ces deux procédés sur la microbiologie du jambon cuit et sur sa

qualité sensorielle.
I.1. Acceptabilité microbiologique du jambon cuit traité par hautes pressions et biopréservé

L’acceptabilité microbiologique a été évaluée de deux facons. Dans un premier temps, une méthode de
vieillissement accéléré a été appliquée afin de simuler au mieux les conditions auxquelles le produit pourrait
étre soumis jusqu’a sa consommation. Les fluctuations dans la chaine du froid se produisent fréquemment
et entrainent une détérioration précoce des produits carnés réfrigérés. Par conséquent, il est important
d'étudier la dynamique des populations de la flore d'altération des produits carnés réfrigérés selon une
cinétique de température imitant la chaine de distribution et les habitudes de stockage du consommateur
qui peuvent affecter la durée de conservation finale des produits. L’ensemble de la chaine du froid n’étant
pas maitrisé pat le professionnel, une rupture a 8 °C doit étre envisagée et, compte tenu que le produit peut
étre pendant une grande partie de sa durée de vie chez le consommateur, le scénatio thermique préconisé
est le suivant : 1/3 de la durée de vie, qui sera estimée a 30 jours dans notre étude, 2 +4 °C et 2/3 a2 +8 °C
(Garry & Delingue, 2011). Cette méthodologie est usuellement appliquée pour la validation de la durée de
vie microbiologique des aliments, et permet d’évaluer efficacité du procédé hautes pressions et de la
biopréservation lorsque la chaine de froid n’est pas maitrisée. Les analyses microbiologiques ont été
effectuées a J+1 pour estimer la charge initiale des échantillons, a J+15 pour évaluer Ueffet de la rupture de

la chaine de froid et enfin a J+30.
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Résultats et Discussion

Dans un deuxieme temps, un dénombrement de la flore mésophile aérobie a été réalisé au cours du stockage
réfrigéré a 4 °C pendant 42 jours (J+1, J+7, J+14, J+21 et J+42). Ceci a permis d’avoir une évaluation
globale du comportement de la flore endogene face au traitement par hautes pressions combiné ou non a la
biopréservation et aussi de constater le recouvrement de la flore endogene au cours d’un stockage classique

a4°C.
I.1.1. Evolution de la flore endogéne au cours d’un vieillissement accéléré

Les résultats du dénombrement de la flore aérobie mésophile ainsi que de la flore lactique sont présentés en

figure 37.
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Figure 37 : Evolution de la flore aérobie mésophile (A) et de la flore lactique (B) du jambon cuit,

biopréservé L. lactis et/ou traité par hautes pressions au cours du stockage avec un vieillissement accéléré
a. Bactéries aérobies mésophiles

La charge initiale (flore aérobie mésophile) du jambon cuit témoin (0,1 MPa) est de 3,94 + 0,04 log UFC/g
ce qui correspond a la charge initiale retrouvée couramment dans la littérature pour le jambon cuit et la
viande saumurée cuite emballé sous vide (Han ¢z 4/, 2011, Samelis ¢z a, 2000). Les opérations de cubage et
de conditionnement postérieures a la cuisson pourraient étre source de contamination ce qui explique la
présence de microorganismes a J+1. Le passage a 8 °C apres 10 jours augmente ensuite fortement la charge

en bactéries aérobies mésophiles jusqu’a atteindre 8,07 £ 0,06 log UFC/g a J+30.

Le traitement a 500 MPa pendant 5 min a réduit la charge microbienne en dessous du seuil de détection de
la méthode jusqu’a J+15. Malgré la rupture de la chaine de froid, le nombre de bactéries aérobies mésophiles
est toujours maintenu en dessous du seuil de détection. Ce n’est qu'a J+30 qu'elles deviennent

dénombrables, la charge bactérienne passant alors a 3,42 £ 0,04 log UFC/g.
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L ajout de la souche bioprotectrice augmente la flore aérobie mésophile initiale de 4 log UFC/g par rapport
au jambon cuit témoin a J+1. Le niveau de charge microbienne augmente légérement mais significativement

(p<0,05) a J+15 puis reste constant jusqu’a J+30 (8,32 £ 0,05 log UFC/g).

Le traitement par hautes pressions réduit fortement la charge microbienne du jambon cuit biopréservé. Juste
apres le traitement par hautes pressions, le nombre de bactéries aérobies mésophiles est de 4,43 + 0,10 log
UFC/g pour Péchantillon biopréservé puis pressurisé contre 7,72 + 0,03 log UFC/g pour Iéchantillon
biopréservé. Etant donné quaucun développement microbien n’est observé dans Iéchantillon aprés
traitement a 500 MPa, on peut supposer que les bactéries qui se sont développées dans Iéchantillon
biopréservé puis pressurisé sont les bactéries ensemencées. Ceci témoignerait donc de la capacité de la
souche de biopréservation utilisée a recroitre apres le traitement par hautes pressions. Lors de I'étape de
sélection des souches bioprotectrices décrite dans la publication de Ramaroson ¢f a/. (2018), il a été mis en
¢évidence que la souche de L. /actis, inoculée dans un milieu jambon modcle, reprenait en croissance apres
un traitement a 500 MPa pendant 10 min. Une reprise de croissance est observée a J+15 (5,77 £ 0,14 log
UFC/g) jusqu’a atteindre le méme niveau de charge microbienne que I'échantillon bioptréservé. Toutefois,
a ce stade, il n’est pas possible d’affirmer que les bactéries dénombrées a J+30 sur Iéchantillon biopréservé
puis pressurisé sont celles qui ont été ensemencées, puisque sur 'échantillon uniquement pressurisé une

reprise de croissance est également observée a J+30.
b. Bactéries lactiques

A J+1, les bactéries lactiques représentent 81 % de la flore endogene initiale. Par la suite, le nombre de
bactéries lactiques est quasiment identique a celui des bactéries aérobies mésophiles quel que soit le
traitement (pressurisé, biopréservé, biopréservé et pressurisé) pendant les 30 jours de stockage. Les bactéries
lactiques sont le principal groupe bactérien capable de se développer sur les produits carnés saumurés, cuits
et conditionnés sous vide ou sous atmosphere modifiée et stockés a des températures de refroidissement
(Kreyenschmidt ez /. 2010 ; Samelis e# a/., 2000). Une partie des bactéries lactiques a donc survécu a I'étape
de cuisson. Wu (2008) a montré que les cellules 1ésées sont potentiellement aussi importantes que les cellules
non endommagées et qu’elles peuvent ensuite se régénérer et étre capables de croitre normalement. Les
bactéries non endommagées se sont donc multipliées dans le jambon cuit au cours du stockage. Ce
recouvrement des bactéries lactiques au cours du stockage a été constaté sur plusieurs études sur du jambon

cuit et des produits carnés cuits (Duskova e al., 2016 ; Han e al., 2011 ; Audenaert ez al., 2010).

Bien que des études sur I'effet des facteurs intrinséques et extrinseques sur le taux de croissance et la capacité
compétitive de bactéries lactiques dans les viandes cuites aient été effectuées, il existe tres peu de rapports
sut la maniere dont ces facteurs sélectionnent le genre ou l'espece qui prédominent (Borch e# 4/, 1996).
Toutefois, il est important de le savoir, car le potentiel altérant des bactéries lactiques ne dépend pas
seulement de leur taux de croissance, mais aussi de l'activité métabolique spécifique des différentes espéces
qui poussent ou sont présentes dans des produits carnés cuits sous certaines conditions de stockage. De

plus, le taux de croissance et le type de bactéries lactiques sont principalement liés a 'étendue et au type de
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contamination initiale, telle que la « flore industrielle » résidente, le site et la période de fabrication et ’hygiene

de la transformation (Samelis ¢# a/., 2000 ; Borch et al., 1996)
I.1.2. Evolution de la flore aérobie mésophile au cours du stockage a 4 °C

La figure 38 montre I’évolution de la flore aérobie mésophile au cours d’un stockage classique a 4 °C pendant
42 jours. Ceci permet d’évaluer Ueffet de la pression ainsi que du traitement combiné quand la chaine du
froid est respectée, et de voir dans quelle mesure le procédé peut contribuer au maintien de la sécurité

microbiologique du jambon cuit.
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Figure 38 : Evolution de la flore aérobie mésophile au cours d’un stockage a 4 °C

Les résultats de dénombrement montrent qu’avec un stockage a 4 °C, le nombre de bactéries aérobies
mésophiles est initialement de 3,33 + 0,27 log UFC/g et atteint 6,79 + 0,12 log UFC/g a J+21. Ce n’est
qu’a J+42 que la population bactérienne mésophile atteint la méme proportion qu’a J+30 lors d’un stockage
avec rupture de chaine du froid (respectivement 7,94 £ 0,06 et 8,07 = 0,06 log UFC/g). Ceci montre bien
que le respect de la chaine de froid est indispensable pour maintenir la qualité microbiologique des aliments.
Le procédé par hautes pressions inactive la flore aérobie mésophile jusqu’a 42 jours avec un stockage a 4 °C
tandis qu'avec une rupture de la chaine du froid, un début de croissance est observé a J+30. La cinétique de
croissance des bactéries aérobies mésophiles des échantillons biopréservés et/ou pressurisés stockés a 4 °C

est identique a celle des échantillons stockés avec une rupture du froid.
I.1.3. Identification des microorganismes dénombrés

Afin d’évaluer Pefficacité du traitement combiné, 'identification a été effectuée sur I’échantillon biopréservé
puis pressurisé a J+1, J+15 et J+30, stocké avec une rupture de la chaine de froid. Les isolats utilisés sont
ceux issus du milieu PCA. A chaque jour de prélévement, un souchier de 15 a 20 isolats a été constitué. La
figure 39 rend compte de la répartition des isolats apres identification des colonies par la technique de

séquencage de PADNr 168S.
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J+1 J+15 J+30
O L. Jactis 0 L. lactis O L. lactis

O Carnobacterium sp

Figure 39 : Composition et répartition moyenne des isolats bactériens obtenus apres identification par

séquencage de PADNTr 16s

Les résultats de I'identification des bactéries isolées ont montré qu’a J+1, 100 % des bactéries isolées sur
I’échantillon de jambon cuit biopréservé puis pressurisé correspondent a L. /actis la souche bioprotectrice
ensemencée. A J+15, le méme constat est observé. Ce n’est qu’a J+30 qu’on observe la croissance d’une

autre espece de bactérie lactique Carnobacterium sp.

Les carnobactéries sont des bactéries lactiques ubiquitaires isolées des milieux froids et tempérés. Aussi,
elles prédominent fréquemment dans une gamme d'aliments, y compris le poisson, la viande et certains
produits laitiers. A cet égard, elles ont été largement étudiées en tant que cultures protectrices, pour inhiber
les microorganismes pathogenes et d'altération, et comme bactéries potentielles d'altération dans les produits
a base de viande réfrigérés (Leisner ef al, 2007, Groth Laursen ez al., 2005). Notamment, Carnobacterium
divergens est une des bactéries responsables de la détérioration et de l'altération de la saveur et de la texture

du jambon cuit emballé sous vide (Comi & Iacumin, 2012 ; Borch e7 al., 1996).
I.2. Analyse sensorielle olfactive du jambon cuit

Il est communément admis que le taux d'échec pour les produits innovants sut le marché des produits
alimentaires est tres élevé, probablement en raison de la tendance a reporter la production d'informations
sur les consommateurs a un stade ultérieur, le stade ou des prototypes physiques sont disponibles. II est
donc crucial de comprendre et de considérer 'acceptation des consommateurs des les premiers stades du
développement de nouveaux produits (Grunert ef a/, 2011). Des tests triangulaires ont donc été réalisés afin
de détecter une potentielle différence d’odeur induite par les différents traitements appliqués (hautes
pressions, biopréservation et traitement combiné). Les résultats de ces tests triangulaires de différence sont

présentés dans le tableau 15.
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Tableau 15 : Effet de la biopréservation combiné ou non avec les hautes pressions sur 'odeur du jambon

cuit supérieur

J+15

Test1 Jambon témoin Jambon pressurisé
s Jambon
Test 2 Jambon témoin S ;
biopréservé
Jambon
Test 3 Jambon témoin biopréservé puis
pressurisé
Jambon
Test 4 Jambon pressurisé biopréservé puis
pressurisé
ambon
Jambon . J X A
Test5 S . biopréservé puis
biopréservé .
pressurisé

30

Nombre soes
Différence
Jour de . . Nombre de .
Echantillons comparés . . perceptible
stockage de sujets | réponses
ou non
correctes
Test 1 Jambon témoin Jambon pressurisé 10 NON
Test 2 Jambon témoin Jambon 23 OUI
biopréservé
Jambon
J+1 Test 3 Jambon témoin biopréservé puis 32 12 NON
pressurisé
Jambon
Test 4 Jambon pressurisé biopréservé puis 13 NON
pressurisé
Jambon
Test5 ‘]am,b on biopréservé puis 24 OUI
biopréservé .
pressurisé

—

17 OUI
17 OUI
21 OUI
24 OUI
26 OUI

A J+1, les juges n’ont constaté aucune différence d’odeur significative entre le jambon cuit témoin (non

traité) et le jambon cuit pressurisé. L’ajout de la bactérie bioprotectrice au jambon cuit témoin entraine une

différence d’odeur perceptible qui disparait quand la biopréservation est combinée avec la pression. Par

ailleurs, le jambon pressurisé et le jambon biopréservé puis pressurisé ne présentent pas de différence

d’odeur significative. Par contre, a J+15, des différences d’odeur significatives sont percues par les juges sur

I’ensemble des tests effectués.

A la suite des tests triangulaires, il a été demandé aux juges de décrire Podeur de I’échantillon qu’ils ont

identifié comme différent. Ainsi, lorsquune différence d’odeur significative est constatée, les descriptions

les plus fréquemment données par les juges dont la réponse est correcte (juges ayant identifié ’échantillon

différent des deux autres) ont été relevées. Ces descriptions ont ensuite été reliées a chaque échantillon

(Tableau 10).
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Tableau 16 : Description des odeurs percues lors du test triangulaire de différence

J+15

Jambon biopréservé
puis pressurisé

Jambon témoin

significative

Différence d’odeur

Temps de Echantillons Différence .. \oes
P X , Description de la différence d’odeur
stockage comparés d’odeur ou non
Jambon témoin )
Test 1 Pas de différence
. d’odeur
Jambon pressurisé
Jambon témoin Odeur de salaison, odeur de « jambon », odeur
Test 2 Différence d’odeur | moins forte
significative
Jambon biopréservé Odeur de creme, odeur de lait, odeur douce
Jambon témoin )
T+ Test 3 Pas de différence
Jambon biopréservé d’odeur
puis pressurisé
Jambon pressurisé
Test 4 Pas de différence
Jambon biopréservé d’odeur
puis pressurisé
Jambon biopréservé Odeur plus forte, odeur de creme
Test 5 Différence d’odeur

Pas d’odeur, odeur moins forte, odeur de
charcuterie

Odeur de viande crue, odeur fumée, odeur
acide, odeur de tomate

Jambon biopréservé
puis pressurisé

significative

Test 1 .. . -
., significative Odeur moins forte, odeur plus douce, odeur
Jambon pressurisé o
épicée
. Odeur acre, odeur acide, odeur « oxydée »,
Jambon témoin s , .
Différence d’odeur | odeur intense
Test 2 e . —
. , significative Odeur plus douce, odeur de biscuit, odeur
Jambon biopréservé . o
moins forte, moins intense
. Forte odeur de viande, odeur de charcutetie,
Jambon témoin . s .
Test 3 Différence d’odeur | odeur fumée
ambon biopréservé significative . . .,
J . pre i & Odeur crémeuse, odeur de lait, odeur fruitée
puis pressurisé
., Odeur neutre, odeur moins forte, odeur de
Jambon pressurisé . R .
Différence d’odeur | charcuterie
Test 4 - , ~ o .
Jambon biopréservé significative Odeur de yaourt, odeur plus douce, odeur
puis pressurisé fruitée
ambon biopréservé . Odeur plus intense, odeur « grasse »
Test 5 J p Différence d’odeur p i 8"

Odeur plus douce, moins forte
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I.3. Discussion et conclusion sur P’acceptabilité microbiologique et Panalyse sensorielle

olfactive du jambon cuit

Les changements microbiologiques pendant le stockage dépendent des conditions de traitement
(biopréservation et/ou pression) et de la température de stockage. La flore endogéne du jambon cuit est
principalement constituée par les bactéries lactiques qui prédominent traditionnellement la population
bactérienne dans le jambon cuit sous vide. En effet, lorsque stocké en conditions anaérobies et sous
réfrigération, par exemple par emballage sous vide ou emballage sous atmosphere modifiée, les bactéries
lactiques dominent le processus d’altération (Samelis ez a/., 2000).

Selon Slongo ef al., 2009, la charge bactérienne acceptable pour les produits carnés cuits préts a consommés
estde 107UFC/ g. L’application des hautes pressions permet de maintenir la charge microbienne du jambon
cuit en dessous de ce niveau jusqu’a 42 jours de stockage a 4 °C, tandis que sans traitement pat hautes
pressions, ce niveau est atteint des le 14¢me jour de stockage a 4 °C. En cas de rupture de la chaine de froid,
le traitement par hautes pressions permet de maintenir la charge bactérienne en dessous du niveau requis
jusqu’a 30 jours. Le traitement par hautes pressions serait donc efficace pour l'inactivation des bactéries
végétatives du jambon cuit et permettrait de prolonger sa durée de vie.

De plus, le jambon cuit traité par hautes pressions ne présente pas d’odeur significativement différente de
celle du jambon non traité a J+1, mais une différence d’odeur se fait sentir a J+15 de stockage avec rupture
de la chaine du froid. Ce changement d’odeur coincide avec 'augmentation de la charge bactérienne et
notamment des bactéries lactiques dans le jambon cuit non traité. En effet, alors que le nombre de bactéries
lactiques dans le jambon traité est en dessous de la limite de détection a J+15, celui du jambon cuit non
traité est déja a environ 8 log UFC/g. On peut supposer que I'apparition de différence d’odeur serait en lien
avec augmentation de la charge bactérienne et notamment des bactéries lactiques. En effet, apparition
d’odeurs désagréables fait partie de la dégradation apparente causée par 'activité métabolique des bactéries
lactiques, qui peuvent provoquer I'apparition d’arémes désagréables, d’exsudats laiteux, de décoloration et
de gonflement de I’emballage pat la production de gaz (Vermeiren ¢f al., , 2004). Lotsque l'apport de source
de carbone nécessaire a chaque cellule bactérienne est insuffisant pour supporter un métabolisme
homofermentaire, comme dans une matrice carnée, un passage métabolique de la fermentation homo- a la
fermentation hétérolactique pendant la croissance anaérobie est constaté en raison de I'épuisement des
sucres (Borch e al, 1991). Ainsi, la croissance continue en anaérobiose des bactéries lactiques
homofermentaires (comme les Lactobacillus) pendant I’épuisement en sucres s’accompagne d'une utilisation
intensive d'acides aminés conduisant a la formation de composés volatiles comme des aldéhydes, des
phénols, de l'indole et des alcools (Liu ef a/., 2008). Ceci poutrait expliquer I'odeur acide, 'odeur de viande
crue, de fumée décrite par les juges. Le traitement par hautes pressions permettrait donc d’inhiber la
croissance des microorganismes susceptibles d’altérer le jambon cuit et par conséquent de limiter les
composés volatiles responsables d’odeurs désagréables. Garriga ef al. (2004) ont également observé une
inactivation microbienne importante apres avoir traité du jambon cuit emballé sous vide par hautes

pressions. En évaluant 'odeur, la formation de gaz, le changement de couleur et la formation d’exsudat en
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parallele des dénombrements bactériens au cours du stockage, ils ont conclu que I'inactivation microbienne
contribue a préserver les caractéristiques sensorielles du produit. L’ajout de la souche bioprotectrice
augmente significativement la charge microbienne quelles que soient les conditions de stockage. Des J+1,
la différence d’odeur percue entre le jambon témoin et le jambon biopréservé est due a cette augmentation
de la charge microbienne. Cependant, lorsque la biopréservation est combinée au traitement par hautes
pressions, ce dernier diminue la charge microbienne, et ainsi la charge microbienne du jambon cuit témoin
et du jambon cuit biopréservé sont quasiment identiques. Ceci expliquerait qu'aucune différence d’odeur
n’est pergue entre ces deux échantillons a J+1. A J+15, une différence d’odeur devient perceptible entre
tous les échantillons. Les juges ont décrit 'odeur du jambon cuit comme plus intense et plus forte par
rapportt au jambon biopréservé et/ou pressurisé. De plus, a J+15, Podeur du jambon cuit témoin leur a paru
acre, acide « oxydée », fumée. Par contre, sur les jambons biopréservés combinés ou non a la pression,
Podeur percue par les juges est plutdt en lien avec une odeur « lactée » (créme, yaourt, lait, odeur grasse).
L’identification d’isolats apres dénombrement a montré que jusqu’a J+15, 100 % des bactéries prélevées sur
le jambon cuit biopréservé puis pressurisé correspondent a L. /actis. Cette souche a donc repris en croissance
apres le traitement par hautes pressions et a inhibé la croissance des autres microorganismes. I odeur
«lactée » percue par les juges dans les jambons biopréservé pourrait étre lié au développement de L. /actis.
En effet, dans 'espece L. /actis, il existe des sous-especes qui peuvent produire du diacétyle (2,3-butanedione)
et de l'acétoine (3-Hydroxy-2-butanone). Le diacétyle est un composé volatil qui, présent en petites
quantités, confere une note de beurre et de creme aux produits laitiers et constitue un composé aromatique
essentiel du camembert, de 'emmental et du cheddar (Cavanagh ez a/., 2015 ; Curioni & Bosset, 2002). A
J+30, le développement d’une autre espece, Carnobacterinm sp, est observé. Cependant, L. Jactis reste toujours
majoritaire dans la matrice.

Au vu des résultats, l'utilisation de L. /lactis avec le traitement par hautes pressions serait un procédé
intéressant afin de maintenir la qualité microbiologique du jambon cuit réduit en nitrites. Apres le traitement
par hautes pressions, L. /Jactis reprend en croissance, se développe et domine la flore endogene au cours du
stockage et ainsi serait susceptible d’inhiber les bactéries d’altération et les agents pathogenes. Cependant,
Papparition d’odeur liée a I'activité métabolique de L. /actis est également observée au fur et a2 mesure du
stockage. Cependant, la méthodologie utilisée a seulement permis de détecter une différence d’odeur et de
décrire cette différence mais non d’affirmer si 'odeur est plaisante ou non. Il n’est donc pas possible, pour
le moment, de conclure si 'odeur du jambon cuit traditionnel est préférée a celle du jambon cuit biopréservé
puis pressurisé. Entre autres, le traitement par hautes pressions a 500 MPa (5 min a 20 °C) a permis d’inhiber
le développement de la flore endogene jusqu’a 42 jours a 4 °C et ainsi d’augmenter la durée de vie du jambon
cuit réduit en nitrite. Aussi, du point de vu sensoriel, le traitement par hautes pressions, par I'inhibition de
la flore altérante, permettrait de maintenir la qualité olfactive du jambon cuit traditionnel. Cependant, les
hautes pressions, dans les barémes utilisés ici, sont efficaces sur les bactéries végétatives et/ou pathogénes
mais leur efficacité sur les bactéries sporulantes n’est pas avérée. Ainsi, c’est dans le cas d’une contamination
par ces bactéries sporulantes que la combinaison de I'utilisation de L. /actis avec les hautes pressions serait

intéressante.
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II. EFFET DES HAUTES PRESSIONS ET DE LA BIOPRESERVATION SUR LES
PROPRIETES TECHNOLOGIQUES DU JAMBON CUIT SUPERIEUR

L’évaluation de l'acceptabilité microbiologique du jambon cuit traité par hautes pressions a permis de
confirmer Peffet positif de la pression a 500 MPa sur le prolongement de la dutée de vie du jambon cuit. De
plus, la possibilité d’utilisation de L. /actis comme souche bioprotectrice en combinaison avec les hautes
pressions a pu étre mise en évidence. Toutefois, 'impact du procédé hautes pressions combiné ou non a la

biopréservation sur les propriétés technologiques du jambon cuit reste encore a définir.

Cette partie est donc dédiée a évaluation des changements subis par la matrice. Ainsi, le pH, la capacité de
rétention d’eau, ’exsudation, la couleur et la texture ont été quantifiés sur le jambon cuit témoin (0,1 MPa),
le jambon cuit pressurisé (500 MPa), le jambon cuit biopréservé (0,1 MPa-BLc) et le jambon cuit biopréservé

puis pressurisé (500 MPa-BLc). Les différentes analyses ont été réalisées sur 21 jours de stockage a 4 °C.

L’évaluation de la composition de ces différents échantillons de jambon cuit (Tableau 17) a été confié au

laboratoire d’analyses INOVALYS (Nantes, France).

Tableau 17 : Composition nutritionnelle des échantillons de jambon cuit utilisés pour 'ensemble des

expériences (Résultats INOVALYS)

Jambon cuit

Jambon cuit Jambon cuit Jambon cuit
biopréservé puis
témoin pressurisé biopréservé
pressurisé
(0,1 MPa) (500 MPa) (0,1 MPa-BLc)
(500 MPa-BLc)

Eau (g/100g) 70,83 70,60 70,20 70,65
Protéines

25,29 25,44 25,84 25,38
(2/100g)
Lipides

2,47 2,20 2,32 2,26
(g/100g)
Glucides

0,23 0,20 0,16 0,12
(g/100g)
Cendres

2,58 2,51 2,61 2,46
(2/100g)
Sel (NaCl

(NaCh 1,77 1,74 1,81 1,74

(g/100g)
Nitrites

3,63 3,70 1,55 2,05
(mg/kg)
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Le jambon cuit utilisé dans cette étude peut étre classé dans la catégorie du jambon cuit « supérieur »
(comparaison avec les valeurs du tableau 3). La teneur en protéines est plus élevée que la teneur en protéines
minimum requise pour pouvoir prétendre a cette catégorie. La teneur en lipides est en-dessous de la teneur
maximale requise. Ceci est da au muscle utilisé qui est un muscle maigre et a cela s’ajoute une étape de
parage ou un maximum de gras est enlevé. La teneur en glucides est également inférieure a la teneur

maximale requise et le taux de sel correspond au taux imposé pour la catégorie jambon cuit « supérieur ».

La teneur en nitrite résiduel du jambon cuit témoin et du jambon cuit pressurisé sont similaires. Cependant,
I'ajout de bactéries lactiques diminue la teneur en nitrite résiduel avec une teneur encore plus faible dans le
jambon cuit biopréservé que dans le jambon cuit biopréservé puis pressurisé. Cette diminution peut étre liée
a la capacité de certaines bactéries lactiques a réduire le nitrite qui est constaté dans les produits carnés

fermentés ou les bactéries lactiques sont utilisées comme ferments (Kim ez a/,, 2017).
I1.1. pH du jambon cuit

Les résultats des mesures des différents échantillons de jambon cuit au cours du stockage a 4 °C sont

présentés dans le tableau 18.

Tableau 18 : Evolution de pH (moyenne * intervalle de confiance) du jambon cuit, biopréservé et/ou
traité par hautes pressions au cours du stockage. Les lettres différentes indiquent des différences

significatives entre tous les échantillons (n=3)

J+ J+7 J+14 J+21

0,1 MPa 5,90+0,03 2P 5,910,053 5,910,052 5,79+0,05 %
500 MPa 5,89+0,01 5,9440,01 Pde 5,97+0,02¢" 6,020,020
0,1 MPa - BLc 5,8240,02 5,64+0,02°F 5,59+0,02 5,5420,03
500 MPa - BLc 5,88+0,01 5,960,034 5,950,014 6,00+0,01 1

Le pH initial du jambon cuit est d’environ 5,9 ce qui correspond aux valeurs de pH retrouvées dans la
littérature. Le pH du jambon cuit témoin (0,1 MPa) présente une légere baisse au cours du stockage réfrigéré.
Cette diminution de pH est encore plus importante avec 'ajout de la bactérie bioprotectrice (0,1 MPa-BLc).
En effet, déja a J+1, le pH de I’échantillon biopréservé est 1égerement mais significativement (p<0,05) plus
faible que celui du jambon témoin. A J+21, cette différence de pH est encore plus marquée méme si le pH
de ces deux échantillons a diminué au cours du stockage (différence de 0,25 unité de pH a J+21). Cette
diminution correspond au développement microbien, et notamment des bactéries lactiques, qui survient au
cours du stockage. En effet, les bactéries lactiques produisent de I'acide (principalement de l'acide lactique)

pendant leur croissance, ce qui diminue la valeur du pH du milieu (Hayek & Ibrahim, 2013).
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Le traitement par hautes pressions n’a pas d’effet significatif sur le pH a J+1 apres traitement. Cependant,
le pH de I'échantillon traité par hautes pressions augmente significativement au cours du stockage réfrigéré
(ApH = 0,13 unité entre J+1 et J+21). Cette augmentation de pH pourrait étre due aux changements
conformationnels se produisant en raison de la dénaturation des protéines sous l'effet de la pression. Ce
phénomeéne pourrait étre assimilé a celui se produisant lors de la cuisson. En effet, la dénaturation thermique
des protéines myofibrillaires du porc et du beeuf serait accompagnée d'un déplacement du point isoélectrique
vers une région plus alcaline ce qui signifie une plus grande exposition des groupements basiques (Bendall,
1962). Ma & Ledward (2004) ont émis I’hypothese que, bien que les structures établies par hautes pressions
et chauffage puissent étre différentes, le mode de déploiement est similaire. Cependant, le dépliement des
protéines est beaucoup moins intense dans les échantillons traités pat hautes pressions que dans les
échantillons cuits. Cette augmentation du pH par la pression a été montré sur plusieurs matrices de viande :
poulet (Ros-Polski ez al., 2015), mélée de beeuf (Sikes ez al., 2009), porc mariné (Wang ez al., 2015), chevre
(Jalarama Reddy ez @/, 2015).

Léchantillon biopréservé puis pressurisé présente un pH similaire a celui de Péchantillon témoin et a celui
de I’échantillon pressurisé a J+1 mais qui augmente au cours du stockage. Le traitement par hautes pressions
semble donc induire 'augmentation du pH méme avec 'augmentation de la charge microbienne au cours
du stockage. Cela suggere donc que la flore lactique ayant résisté au traitement par hautes pressions n’a pas
pu retrouver sa capacité d’acidification normale, ou que les bactéries qui ont survécu sont des especes moins

acidifiantes.

Le traitement par hautes pressions ayant un effet sur les protéines, il est possible que le procédé perturbe
également le pouvoir tampon de la viande, ce qui pourrait expliquer 'augmentation du pH. Cette hypothese
a été testée par Duranton (2012) en évaluant le pouvoir tampon de la viande de porc par titration a I'aide
d’acide fort et/ou base forte. Toutefois aucun effet significatif de la pression sur le pouvoir tampon de la

viande n’a été observé.
I1.2. Capacité de rétention d’eau du jambon cuit

La capacité de rétention d’eau (CRE) est évaluée par la perte d’eau engendrée par 'application d’une force
centrifuge. Il s’agit de déterminer la quantité d’eau qui est fortement liée a la matrice, et notamment aux
protéines, afin de prévoir la qualité finale du produit. La mesure de la CRE permet d’avoir un apercu de
I’étendue de la dénaturation des protéines et d’évaluer leur capacité a retenir ’eau présente dans la matrice.

L’évolution de la CRE du jambon cuit est présentée dans le tableau 19.

94



Résultats et Discussion

Tableau 19 : Evolution de la CRE en % (moyenne + intervalle de confiance) du jambon cuit, biopréservé

et/ou traité par hautes pressions au cours du stockage. Les lettres différentes indiquent des différences

significatives (n=3)

J+1 J+7 J+14 J+21

0,1 MPa 42,9141,67 2 40,92+0,90 40,08+1,68 >t 39,37+1,11 befh
500 MPa 42,.88+1,09 * 37,15+0,60 ¢4 37,38+1,82°48 38,91+0,38 dfeh
0,1 MPa - BLc 43,9440,91 2 40,97+0,90 38,10+0,45 d8h 36,1940,83¢
500 MPa - BLc 44.94+1.41° 38,86+1,48 39,10+1,51¢fsh 38,58+1,36 8h

Les valeurs CRE des échantillons n’ont pas de différence significative a J+1. Une diminution significative
de la CRE est par ailleurs observée sur tous les échantillons entre J+1 et J+7. Cette diminution est plus
prononcée pour les échantillons pressurisés (500 MPa : 13 % et 500 MPa-BLc : 14 %) par rapport aux autres
échantillons non traités (0,1 MPa: 5 %, 0,1 MPa-BLc: 6 %). Les hautes pressions induisent donc une

diminution de la CRE.

A partir de J+7, la CRE reste stable pour le jambon cuit témoin et le jambon cuit pressurisé ainsi que le
jambon cuit biopréservé puis pressurisé. Cependant, la CRE du jambon biopréservé continue a diminuer
légerement mais significativement jusqu’a J+21. Entre J+1 et J+21, une perte de 18 % de la CRE est
observée pour I’échantillon biopréservé I’ajout de bactéries bioprotectrices perturberait donc plus la

capacité de rétention d’eau du jambon cuit au cours du stockage.

I1.3. Exsudation du jambon cuit

L’exsudation représente la perte de liquide pendant le stockage réfrigéré, ce qui constitue 'un des principaux
problémes rencontrés dans les produits carnés emballés sous vide car les consommateurs y reconnaissent
intuitivement un manque de jutosité de la viande. L’accumulation de fluides peut également favoriser la
croissance de microorganismes (Grossi ¢/ al., 2014). L’évolution de la synérese du jambon cuit non traité,

traité par HP, biopréservé et / ou pressutisé au cours du stockage réfrigéré est présentée sur la figure 40.
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Figure 40 : Quantité d’eau relarguée en % (moyenne * intervalle de confiance) par le jambon cuit,
biopréservé traité et/ou traité par hautes pressions au cours du stockage. Les lettres différentes indiquent

des différences significatives (n=0)

A J+1, la quantité d’eau relarguée naturellement n’est pas significativement différente entre les échantillons
(p>0,05). Au cours de stockage, I'exsudation tend a augmenter. Pour le jambon cuit témoin, cette
augmentation n’est pas significative jusqu’a la fin de la période de stockage. Pour le jambon pressurisé, la
quantité d’eau relarguée augmente significativement (de 35 %) a J+7 puis augmente mais non
significativement jusqu’a J+21.

Le relargage d’eau observé entre J+1 et J+7 sur Péchantillon biopréservé est plus important (une
augmentation de 53 %). Ensuite, il évolue légerement jusqu’a J+21 mais cette augmentation est non
significative (p<<0,05). Avec le traitement combiné, la quantité d’eau relarguée par le jambon cuit évolue
légerement durant le stockage atteignant une différence de 32 % entre J+1 et J+21.

Pietrzak et al. (2007) ont observé une augmentation significative de ’exsudation sur du jambon cuit traité a
600 MPa (20 °C, 10 min). En revanche, Lopez-Caballero et al. (1999) n’ont pas vu de différence d’exsudation
entre le jambon cuit non traité et celui traité a 400 MPa (7 °C, 20 min). L’influence des hautes pressions sur

la rétention d’eau semble donc étre dépendante de la température et du niveau pression.
I1.4. Couleur du jambon cuit

La couleur des produits carnés saumurés est une composante extrémement critique, principalement en
raison de son influence sur les préférences des consommateurs. Les effets de la génétique, du pH des
matieres premiéres, des procédés technologiques tels que l'utilisation du nitrite de sodium et des additifs
alimentaires ayant un effet antioxydant ont déja été largement étudiés comme facteurs contribuant a la

détermination du niveau de couleur et de la stabilité des produits de charcuterie (Moretti e al., 2009).
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L’évolution des indices de couleurs dans le systeme L*a*b* au cours du stockage est présentée dans le

tableau 20.

Tableau 20 : Evolution des indices de couleur (moyenne * intervalle de confiance) a* (indice de rouge), b*
(indice de jaune) et L* (indice de clarté) du jambon cuit, biopréservé et/ou pressurisé au cours de stockage.
Pour chaque indice, les lettres différentes indiquent des différences significatives entre les échantillons et le

temps de stockage. (n=15)

J+1 J+7 J+14 j+21
0,1 MPa 2,9140452%  3,76+0,64 4,06+0,23 € 4344033
» 500 MPa 1,89£0,41°  333£0,66 4,0040,53 € 4,19+0,83
0,1 MPa-BLc 2,80+031%  3,89+047 * 3,6310,58 € 3,2540,37 €
500 MPa-BLc 2,98+042°%  2,84+0,612 3,6310,80 € 4,1240,84
0,1 MPa 8,10£0,36 2 7,17+0,52 " 7,55+0,41 2 7,29+0,44 2
e 500 MPa 8,3210,38 * 8,0120,66 * 7,200,752 7,2140,71 %
0,1 MPa-BLc 8,00£026*  7,50%0,47 % 7,2140,40 7,5140,61 2
500 MPa-BLc 8,05+0,32%  7,60+0,59 2P 7,59+0,30 2P 8,18+0,91 %
0,1 MPa 61,59+0,84 %  62,69+0,85*  61,25+1,38 2 62,810,912
s 500 MPa 62,6240,68%  62,64+136*  59,64%1,80 62,16+1,36 2
0,1 MPa-BLc 62,4811,22%  63,77£1,96* 63,941,312 63,16+2,02 2
500 MPa-BLc  61,35+0,56*  62,64+1,30*  63,59+4,07 2 61,092,142

Les valeurs de a* des échantillons varient entre 1,8910,41 a 4,34%0,33, celles de b* entre 6,55+0,41 et
9,21+0,71 et celles de L* entre 59,64%1,80 et 63,5914,07. Ces valeurs sont significativement différentes des
valeurs de parameétres de couleur du jambon cuit retrouvées dans la littérature. Plus précisément, les valeurs
de a* retrouvées dans notre étude sont inférieures a celles retrouvées dans la littérature tandis que les valeurs
de b* et de L* sont supérieures a celles retrouvées dans la littérature (Pingen ez a/, 2016 ; Pancrazio ef al.,
2015 ; Li et al., 2011 ; Pietrzak e al., 2007 ; Valkova, 2007). Ces différences de valeurs sont dues a la plus
faible concentration de myoglobine dans le muscle utilisé dans notre étude, et par les différences de

concentrations de nitrite utilisées dans la saumure.
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A J+1, Pindice de rouge (a*) du jambon cuit témoin, du jambon cuit biopréservé et du jambon biopréservé
puis traité par hautes pressions est au méme niveau. Seul I'indice de rouge du jambon cuit pressurisé est plus
faible. La diminution de I'indice de de rouge apres un traitement par hautes pressions pourrait étre associée
a l'oxydation de la myoglobine ferreuse en metmyoglobine ferrique (Catlez e a/, 1995) ou a la dénaturation
des protéines myofibrillaires (Goutefongea ¢7 al., 1995). Cette deuxieme hypothese est privilégiée dans le cas
du jambon cuit puisque la metmyoglobine est stabilisée par le nitrite en formant le nitrosomyoglobine apres

la cuisson.

Par contre, ’ajout des bactéries bioprotectrices combiné au traitement par hautes pressions semble inhiber
Ieffet de la pression sur I'indice de rouge. a* évolue ensuite de la méme fagon pour tous les échantillons. Il
augmente légérement au fur et 2 mesure du stockage. A J+21, les indices de rouge de tous les échantillons

sont au méme niveau.

Aucune différence significative n’est observée au niveau de I'indice de jaune b* entre les échantillons. Malgré
quelques fluctuations, la valeur n’évolue pas significativement entre J+1 et J+21 pour tous les échantillons.
Les mémes constatations sont observées pour I'indice de clarté L* qui sont statistiquement identiques entre

les échantillons et au cours du stockage.
I1.5. Texture du jambon cuit supérieur

La texture de la viande détermine la sensation dans la bouche lors de la mastication et est donc importante

pour la qualité du produit. Les résultats de dureté sont présentés sur la figure 41 et la cohésion sur la figure

42.

I1.5.1. Dureté du jambon cuit
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Figure 41 : Evolution de la dureté du jambon cuit traité ou non et biopréservé ou non au cours du

stockage. Les lettres différentes indiquent des différences significatives (n=15)
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A J+1, la dureté du jambon cuit traité par hautes pressions ne présente pas de différence significative par
rapport a celle du jambon cuit non traité (respectivement 38,48%3,83 N et 32,4613,19 N). Cependant, la
dureté du jambon cuit biopréservé puis traité par hautes pressions est significativement plus élevée que la
dureté du jambon cuit témoin et du jambon cuit biopréservé (respectivement 31,05£1,96 N et 38,57+2,61
N). La dureté du jambon cuit témoin reste ensuite stable au cours du stockage réfrigéré tandis que celle du
jambon traité par hautes pressions augmente entre J+1 et J+7 (augmentation de 15%) avant de se stabiliser
jusqu’a J+21. Cette augmentation de la dureté pourrait étre due au relargage d’eau causée par la pression.
En effet, 'augmentation de la dureté de la viande apres hautes pressions est généralement accompagnée par
une diminution significative de la rétention d’eau dans la viande (Duranton ez a/,, 2012). Quant au jambon
cuit biopréservé, sa dureté reste constante jusqu’a J+14 avant de diminuer significativement a J+21
(diminution de 34 %).

Dans le jambon biopréservé puis traité par hautes pressions, une diminution de la dureté de 16 % est
observée entre J+1 et J+7 ; ensuite la dureté reste stable jusqu’a J+21 et est au méme niveau que le jambon
cuit témoin. L’ajout de L. /actis semble avoir un effet sur la dureté du jambon cuit, mais cet effet semble

disparaitre avec application de la pression.

I1.5.2. Cohésion du jambon cuit
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Figure 42 : Evolution de la cohésion du jambon cuit traité ou non par hautes pressions et biopréservé ou

non au cours du stockage Les lettres différentes indiquent des différences significatives (n=15)

A J+1, la cohésion des différents échantillons est constante sauf celle du jambon cuit biopréservé qui est
significativement plus basse. Au cours du stockage, la cohésion du jambon cuit témoin reste stable tandis
que celle du jambon cuit pressurisé augmente a J+7 avant d’étre constante jusqu’a J+21. La cohésion du
jambon cuit biopréservé, bien que plus basse a J+1, reste stable jusqu’a J+21. Enfin, la cohésion du jambon
biopréservé puis traité par hautes pressions reste stable pendant les 21 jours de stockage, et est au méme

niveau que celle du jambon cuit témoin.
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I1.6. Discussion et conclusion sur les propriétés technologiques du jambon cuit

La viande et les produits carnés peuvent étre considérés comme un mélange de différents composants
chimiques et chaque constituant affecte la qualité physique indépendamment ou en combinaison avec
d'autres constituants. Il est donc raisonnable de supposer que certaines interactions existent entre les
constituants chimiques, c’est-a-dire I’eau, les protéines, les lipides, le sel, etc. et les propriétés physiques des
produits carnés telles que la tendreté, la dureté, la cohésion, et la couleur (Cheng & Sun, 2005). De plus, les
différents procédés peuvent perturber ou améliorer ces interactions. Les propriétés physiques les plus
souhaitables d'un jambon cuit de haute qualité sont la cohésion, la fermeté et la jutosité qui contribuent a
lintégrité de la tranche (Katsaras & Budras, 1993). Les résultats ont montré que ces parametres semblent

étre étroitement liés.

Tout d’abord, le traitement par hautes pressions n’a pas d’effet immédiat sur le pH du jambon cuit. L’effet
est constaté au cours du stockage réfrigéré ou on voit le pH augmenter au fur et a mesure du stockage. Cet
effet sur le pH est observé méme avec I'ajout de bactéries bioprotectrices. Dans le jambon non traité et non
biopréservé, une diminution du pH est observée, qui correspond au développement de la flore lactique
(comme vu lors du dénombrement) entrainant une légére acidification du milieu. Cette acidification du
milieu est plus marquée avec 'ajout de la souche de bioprotection puisque le nombre de bactéries lactiques
a augmenté dans le milieu. Les hautes pressions permettraient donc de maitriser I'acidification du milieu

provoquée par les bactéries lactiques au cours du stockage du jambon cuit.

Le traitement par hautes pressions induit un effet immédiat sur l'indice de rouge du jambon cuit. Cette
diminution de l'indice de rouge a été également constaté sur d’autres produits carnés saumurés (Andrés ez
al., 20006 ; Tanzi et al., 2004). Cependant, cet effet disparait au cours du stockage réfrigéré. L’indice de rouge
augmente légerement au cours du stockage pour tous les échantillons. Toutefois, la couleur globale du
jambon cuit, qu’il soit pressurisé, biopréservé ou biopréservé puis pressurisé est restée visuellement
identique a celle du jambon cuit non traité. En effet, dans les produits de viande saumurée, la
nitrosomyoglobine, responsable de la couleur rose du jambon cuit, est stable apres cuisson et résiste au
cours d’un stockage en absence d’oxygene, de sorte que les légeres fluctuations de couleur ne sont pas

détectables a I'eeil nu.

Une diminution de la CRE est observée au cours des premiers jours de stockage pour tous les échantillons
(usqu’a J+7). Cette diminution de la CRE évolue inversement par rapport a exsudation qui, augmente au
cours des sept premiers jours de stockage. En effet, ces deux parameétres sont interdépendants. La CRE
représente la capacité des protéines a retenir 'eau dans la matrice au cours du stockage donc si la CRE
diminue, une quantité supérieure d’eau est susceptible d’étre relarguée par I’échantillon. Puolanne & Halonen
(2010) ont constaté que la répulsion électrostatique entre les protéines myofibrillaires cause leur
éloignement, d’ou un gonflement des myofibrilles. Les molécules d’eau remplissent alors 'espace libéré et
se lient aux groupements polaires des acides aminés de surface (représentant ~80% des acides aminés) par

des forces de van der Waals. La quantité d’eau retenue dans le muscle est donc fonction de la charge
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électrique nette des protéines causant leur répulsion et augmentent la liaison a 'eau. Au point isoélectrique
(pD), la charge électrique globale de la protéine est nulle. Pour un longissimus dorsi de porc, le pI des protéines
myofibrillaire a été estimé a 5,5 (Hamm & Deatherage,1960). Quand le pH s’¢loigne de cette valeur, les
protéines se chargent positivement ou négativement, des forces de répulsions entre les protéines
apparaissent et entrainent un écartement du réseau protéique, offrant ainsi de la place a ’eau. L’ajout de
chlorure de sodium au cours de I’étape de saumurage a diminué ce point isoélectrique et modifié la
répartition des charges électriques sur les chaines protéiques par fixation préférentielle des ions chlorure Cl-
sur les groupements positifs des protéines. Ceci a ainsi favorisé la capacité de rétention d’eau du muscle
(Solignat & Mangin, 2003). Le gain en eau lors du saumurage se maintient lors de la cuisson. En effet, la
fixation préférentielle des ions chlorure Cl- sur les groupements positifs des protéines a amélioré la rétention
d’eau par augmentation de la force électrostatique. La diminution de la CRE apres traitement par hautes
pressions est une conséquence de I'action de la pression sur ces liaisons électrostatiques établies par les ions
chlorures lors du saumurage. En effet, selon le principe de Le Chatelier, la pression induit la déstabilisation

des liaisons de faible énergie telle que les liaisons électrostatiques.

Par ailleurs, le traitement par hautes pressions n'a pas d'effet immédiat sur la dureté du jambon cuit mais
tend a l'augmenter pendant le stockage réfrigéré. Ces résultats de dureté peuvent étre corrélés avec les
résultats CRE et d’exsudation. On peut, en effet, observer que l'augmentation de la dureté du jambon cuit
traité par hautes pressions, combiné ou non avec la biopréservation, coincide avec la diminution de la CRE
et 'augmentation de la perte en eau (entre J+1 et J+7). La perte d'eau causée par la pression entrainerait
donc un produit plus ferme au cours de l'entreposage réfrigéré. En effet, la texture des produits carnés est
fortement liée au degré d’hydratation de la matrice (Gault, 1985),

Selon Cheftel & Culioli (1997), les changements conformationnels des protéines causés par les hautes
pressions sont associés a des changements dans la distance des interactions intra et intermoléculaires, qui
incluent les interactions protéine-eau, Ce rapprochement, selon le principe de Le Chatelier, aboutit a une
structure plus compacte. De plus, ces changements de conformation peuvent entrainer le déploiement ou
la dénaturation des protéines myorfibrillaires et saroplasmiques, entrainant ’agrégation de leurs sous-unités
(Matcos et al., 2010), Le réarrangement de la structure serait responsable de 'augmentation de la dureté

(Clariana ez al, 2011).

Cependant, la dureté du jambon cuit biopréservé tend a diminuer au cours du stockage. La méme évolution
est constatée pour la cohésion. L’ajout de bactéries bioprotectrices semble donc déstabiliser la structure
protéique. Cette évolution de la texture du jambon biopréservé peut étre liée au développement de la flore
lactique au cours du stockage. En effet, la croissance bactérienne au sein du produit est un facteur pouvant
affecter la protéolyse au cours du stockage, du fait des enzymes protéolytiques qui peuvent étre secrétées
par ces microorganismes. Toutefois, 'effet observé ici est inverse a celui observé dans les produits carnés
fermentés comme les saucisses fermentées ou les bactéries lactiques sont ajoutées afin d’aider au processus

de maturation. Ainsi, Rubio et a/, (2013) ont observé une augmentation de la dureté et de la cohésion sur
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des saucisses fermentées par des souches de bactéries lactiques (Lactobacillus plantarum 299V et Lactobacillus
rhamnosus GG).

Pour conclure, les résultats montrent que le traitement par hautes pressions a un effet notable sur la capacité
de rétention d’eau du jambon cuit, et cela méme en présence de bactéries bioprotectrices. Cette diminution
de la CRE a par ailleurs induit une perte d’eau lors du stockage et une augmentation de la dureté du produit.
L’ajout de bactéries bioprotectrices a entrainé des effets plus prononcés sur le jambon cuit, notamment une
diminution de la dureté et de la cohésion a la fin du stockage. Cependant, le traitement par hautes pressions
semble palier ces effets lorsqu’il est combiné a la biopréservation. Cela pourrait étre dd au ralentissement
du développement microbien au sein du produit, mais également a la sélection induite par la pression sur la
flore endogene et ne favorisant que le développement des bactéries bioprotectrices barorésistantes. De plus,
les résultats de couleur ont montré qu’aucune modification n’est induite par le traitement combiné au cours
du stockage réfrigéré.

Ainsi, du point du vue technologique, le traitement combiné « biopréservation-hautes pressions » permet de
conserver la qualité technologique du jambon cuit traditionnel réduit en nitrite tout en maitrisant la qualité

microbiologique du produit.
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III. EFFET DES HAUTES PRESSIONS ET DE LA BIOPRESERVATION SUR LES
PROPRIETES NUTRITIONNELLES DU JAMBON CUIT SUPERIEUR

L’effet des hautes pressions, de la biopréservation et de la combinaison des deux procédés sur les propriétés
microbiologiques, sensorielles et technologiques ont été mis en évidence dans les parties précédentes. I effet
de ces traitements sur les propriétés biochimiques et plus largement sur les propriétés nutritionnelles va
donc étre développé. Les interrogations se focaliseront sur I'effet des traitements sur 'oxydation des lipides
et des protéines. Les réactions d’oxydation sont considérées comme l'une des principales causes de
détérioration de la qualité des viandes et produits carnés. D’une part, 'oxydation lipidique peut conduire au
développement du racissement, de la dégradation sensorielle et de la perte de la valeur nutritionnelle du
produit. L'oxydation des lipides peut également générer de nombreux produits d'oxydation nocifs pour la
santé en raison d'effets cancérigenes et athérosclérotiques (Vieira ef a/. 2017). D’un autre c6té, 'oxydation
des protéines peut engendrer de multiples modifications notamment la destruction des acides aminés, la
perte d'activité des enzymes et une digestibilité réduite des protéines. L’étude des phénomenes d’oxydation

est donc nécessaire afin d’évaluer la stabilité du produit apres traitement et au cours du stockage réfrigéré.

Les protéines de la viande et des produits carnés ont une grande valeur biologique puisque leur composition
en acides aminés correspond a celle dont ’homme a besoin pour augmenter ou renouveler les protéines
corporelles (Rémond & Duchene, 2014). Plus précisément, la viande contient les huit acides aminés
essentiels qui ne peuvent pas étre synthétisés par le corps (Wood, 2017). Ainsi, ’étude du devenir des
protéines au cours de la fabrication du jambon cuit, traité par hautes pressions, biopréservé, et biopréservé
puis traité par hautes pressions a été effectuée. En effet, la fabrication du jambon cuit nécessite plusieurs
opérations successives telles que le salage, le malaxage et la cuisson. Par ailleurs, I'impact de chaque étape
sut l'appatition et l'intensité des réactions affectant les protéines est mal connu. Le jambon cuit traité pat
hautes pressions et biopréservé est donc un bon modele pour étudier 1'évolution des protéines lors de la
fabrication d'un produit a base de viande. Enfin, une évaluation de 'impact de ces différentes modifications

sur la digestibilité des protéines a été effectuée.

IT1.1. Effet du traitement par hautes pressions, de la biopréservation et du traitement combiné

sur ’oxydation des lipides du jambon cuit

L’oxydation des lipides est le résultat d’une réaction en chaine qui se déroule en trois phases : I'initiation, la
propagation et la terminaison. Les deux premieres phases conduisent a la formation des produits primaires
d’oxydation tels que les peroxydes, les hydroperoxydes et les dienes conjugués. Ces derniers se décomposent
ensuite pour donner les produits secondaires d’oxydation (Guyon ef al, 2016). Les produits primaires
d’oxydation étant des composés assez instables et se transformant assez rapidement en produits secondaires,
nous avons choisi de présenter uniquement les résultats d’évaluation des produits secondaires qui sont

représentatifs de ’état d’oxydation lipidique final du produit.
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Les produits d'oxydation primaires lipidiques peuvent générer des produits d'oxydation secondaires,
notamment des aldéhydes, des cétones, des époxydes et des composés hydroxylés. Ces composés présentent
une grande variété de propriétés physico-chimiques, se différenciant principalement par leur volatilité, leur
polarité et leur poids moléculaire. Cependant, le malondialdéhyde (MDA) est I'un des aldéhydes les plus
abondants générés lors de l'oxydation des lipides secondaires et est aussi le plus couramment utilisé comme
marqueur d'oxydation des viandes et produits carnés. En effet, le MDA a fait I'objet d’'une attention
particuliere en raison du risque potentiel pour la santé, associé a ses effets mutagenes et cancérogenes
(Reitznerova ez al., 2017). Notre choix s’est donc porté sur le dosage de ce composé pour évaluer 'oxydation

des lipides dans le jambon cuit.

La méthode la plus largement utlisée pour la détermination du MDA est la détermination
spectrophotométrique du complexe MDA-acide thiobarbiturique (MDA-TBA) produit apres réaction avec
l'acide 2-thiobarbiturique (TBA) a pH bas et a température élevée, plus communément appelée TBARS. Par
ailleurs, cette méthode est souvent critiquée pour son manque de sensibilité et son imprécision, car le réactif
TBA, utilisé pour le dosage, réagit non seulement avec le MDA, mais également avec de nombreux autres
composés interférant dans le test TBA et entrainant une surestimation considérable ainsi que la variabilité
des résultats. Une autre méthode de dosage du MDA par HPLC a donc été réalisée afin d’avoir une
estimation plus précise de la quantité de MDA générée lors de 'oxydation des lipides. Ainsi, la méthode des
TBARS permet une évaluation de 'oxydation lipidique globale, et le dosage du MDA par HPLC permet

une estimation de la proportion de MDA produit lors de 'oxydation.

Les substrats nécessaires a l'oxydation des lipides comprennent les acides gras insaturés et des especes
chimiques telles que le fer qui accélerent la réaction. La composition en acides gras des échantillons de
jambon cuit est présentée en Annexe 4. Les viandes et produits carnés contiennent une quantité considérable
de fer présent sous forme de fer héminique ou de fer non héminique (fer libre). Le fer sous forme de fer
libre, a des activités prooxydantes et contribue a l'initiation de 'oxydation des lipides. Ainsi, un dosage de la
teneur en fer libre a été réalisé en parallele du dosage du MDA et des TBARS, pour évaluer I’éventuel effet

du fer sur I'oxydation des lipides.

Enfin, une péroxydation stimulée des lipides a été réalisée afin d’évaluer la stabilité des lipides du produit

dans le cas ou ce dernier est exposé a un environnement prooxydant.
III.1.1. Teneur en TBARS et en MDA du jambon cuit

Une ANOVA a trois facteurs a permis de tester leffet du traitement par hautes pressions, de la
biopréservation, du temps de stockage et de leurs interactions sur 'oxydation des lipides (Annexe 5). Pour
une meilleure compréhension de P'effet de chaque procédé, I’évolution des teneurs en TBARS et MDA du
jambon cuit au cours du stockage sera d’abord présentée ; ensuite, I'effet de chaque traitement (hautes
pressions, biopréservation et traitement combiné) sur loxydation des lipides et I’évolution de cette

oxydation au cours du stockage seront évalués individuellement, afin d’en apprécier la significativité.
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a. Evolution des teneurs en TBARS et MDA du jambon cuit au cours du stockage

réfrigéré

L’évolution des teneurs en TBARS et MDA du jambon cuit supérieur au cours du stockage réfrigéré est

présentée dans la figure 43.
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Figure 43 : Teneurs en TBARS et MDA du jambon cuit au cours du stockage réfrigéré. Les moyennes
(n=3) ont été différenciées par le test de Tukey a un niveau de confiance de 95 %. Les barres représentent
intervalle de confiance de chaque moyenne.

A J+1, les teneurs en TBARS et en MDA du jambon cuit sont similaires. Cela signifie que les produits
d’oxydation secondaire générés a J+1 seraient exclusivement du MDA. Les teneurs augmentent ensuite
significativement a J+7 (p<<0,05) aussi bien pour les TBARS que le MDA mais aucune différence n’est
trouvée entre les deux teneurs. A J+14, la teneur en TBARS reste stable par rapport a J+7 tandis que la
teneur en MDA diminue entre J+7 et J+14. La diminution en MDA peut étre due a la tendance du MDA a
former un complexe avec des acides aminés, du glycogéne ou du nitrite résiduel dans le cas de produits
saumurés tels que le jambon cuit que nous avons utilisés pour cette étude (Gokalp e a/.,1983, Papastergiadis
et al., 2012 ; Haile ez al., 2013), Entre J+14 et J+21, la teneur en MDA augmente de nouveau pour étre a la
méme teneur qu'a J+14. Cela indiquerait que 'oxydation des lipides est un phénomeéne qui se poursuit au
cours du stockage et qu’il y a encore formation de produits d’oxydation dans le milieu. La différence de
teneur entre MDA et TBARS a J+14 et J+21 montre que d’autres produits d’oxydation secondaire auraient

été générés au cours du stockage.
b. Effet de la pression sur les teneurs en TBARS et MDA du jambon cuit

Les résultats du dosage des TBARS et du MDA du jambon cuit pressurisé comparés a ceux du jambon cuit
témoin sont présentés dans la figure 44. Les analyses statistiques des résultats (Annexe 5) ont montré que la
pression (500 MPa/20 °C/5 min) et le temps de stockage ont des effets sur les teneurs en TBARS et en

MDA du jambon cuit, avec 'existence d’un effet significatif de I'interaction entre les deux facteurs.
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Figure 44 : Effet du traitement par hautes pressions sur les teneurs en TBARS et MDA du jambon cuit
durant 21 jours de stockage réfrigéré. Les moyennes (n=3) ont été différenciées par le test de Tukey a un
niveau de confiance de 95 %. Les barres représentent l'intervalle de confiance de chaque moyenne.

A J+1, les teneurs en TBARS et en MDA du jambon cuit pressurisé sont similaires. Cependant, les teneurs
en TBARS et en MDA du jambon cuit pressurisé sont légerement mais significativement plus faibles que
celles du jambon cuit témoin. Une faible oxydation des lipides se serait donc déja mise en place au premier
jour de stockage du jambon cuit non traité par hautes pressions. Les TBARS et les MDA du jambon cuit
pressurisé évoluent ensuite de la méme facon au cours de stockage. Une forte augmentation est observée
entre J+1 et J+7 (68 % pour le MDA et 70 % pour les TBARS). Cependant, la teneur en TBARS est plus
élevée que celle du MDA a J+7. Une augmentation non significative des TBARS et du MDA se produit a
J+14. De plus, les teneurs en TBARS et MDA sont similaires a J+14. A J+21, les teneurs ont fortement

diminué aussi bien en MDA qu’en TBARS et les teneurs des deux composés sont similaires.

L’oxydation des lipides n’apparait donc pas immédiatement aprés pression mais au cours du stockage
réfrigéré. Les mémes conclusions ont été observées par Villamonte ef a/. (2017) ; Tume ez a/. (2010), Mariutti
et al. (2008) ; Otlien, Hansen & Skibsted (2000). Plusieurs hypothéses ont été émises sur les mécanismes
induisant 'oxydation des lipides sous leffet des hautes pressions. Premi¢rement, il a été suggéré que
Paugmentation du taux d’oxydation des lipides serait due a la libération d’ions fer a partir de ’hémoprotéine
lors du traitement par hautes pressions (Carlez ez af,, 1995). Certains auteurs ont également suggéré que le
traitement par hautes pressions pouvait favoriser 'oxydation des lipides en provoquant des perturbations
des membranes cytoplasmiques des lipides. He ¢# 2/ (2012) ainsi que Huang ¢z /. (2012) ont confirmé que
les phospholipides sont altérés a une pression de 500 MPa (20 min, 20 ° C). La rupture membranaire
faciliterait ainsi le contact entre les lipides insaturés de la membrane et les enzymes et catalyseurs tels que le
fer héminique, le fer non héminique et d'autres cations métalliques, contribuant ainsi au déclenchement de

l'oxydation lipidique (Bolumar ez al., 2014).
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De plus, les produits d’oxydation secondaires évoluent différemment dans le jambon cuit et dans le jambon
pressurisé. Toutefois, la coexistence de différents produits d’oxydation secondaires est observée a un certain
moment du stockage, que le produit soit traité ou non par hautes pressions. En effet, a part le MDA,
Poxydation des acides gras insaturés peut générer une multitude de composés volatiles. A titre d’exemple,
dans les produits a base de viande de porc cuite, I'octanal, le nonanal et le 2-undecenal sont des produits
d’oxydation de I'acide oléique (C18:1) (Frankel, 2005) qui est ’acide gras majoritaire (environ 40 % des
acides gras totaux) dans le jambon cuit utilisé dans cette étude ; I'hexanal, le 3-nonénal et le 2,4-décadiénal
sont les principaux produits d'oxydation volatiles de I'acide linoléique (C18:2, -6 ; environ 9,4 % des acides
gras totaux) et le 1-octéne-3-ol est le produits d’oxydation de I’acide arachidonique (C20:4, 2,4 % des acides

gras totaux) (Shahidi, 1994). Tous ces composés sont susceptibles de réagir avec le TBA
c. Effet de la biopréservation sur les teneurs en TBARS et MDA du jambon cuit

Les résultats du dosage du MDA et des TBARS du jambon cuit biopréservé comparés a ceux du jambon
cuit témoin sont présentés dans la figure 44. Les analyses statistiques des résultats (Annexe 5) ont montré
que la teneur en MDA n’est pas influencée par la biopréservation mais uniquement par le temps de stockage.
Cependant, la teneur en TBARS est influencée par les deux facteurs biopréservation et stockage mais

interaction entre les deux n’a pas d’effet sur la teneur en TBARS.
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Figure 45 : Teneurs en TBARS et MDA du jambon cuit biopréservé au cours du stockage réfrigéré. Les
moyennes (n=3) ont été différenciées par le test de Tukey a un niveau de confiance de 95 %. Les batres
représentent l'intervalle de confiance de chaque moyenne.

A]-i—l, la teneur en MDA du jambon cuit biopréservé est similaire a celle du jambon cuit témoin. Cependant,
la teneur en TBARS du jambon cuit pressurisé est significativement plus élevée que celle du jambon cuit

témoin. De méme, la teneur en TBARS (1,60 + 0,15 nmol/g de jambon) est significativement plus élevée
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que la teneur en MDA (0,86 + 0,36 nmol/g de jambon) dans le jambon cuit biopréservé tandis qu’elles sont
similaires dans le jambon cuit témoin. Ainsi, des produits secondaires d’oxydation lipidique, autres que le
MDA, ont donc été générés dans le jambon cuit biopréservé des le premier jour de stockage, a I'inverse du

jambon cuit témoin ou seul le MDA a été détecté.

La teneur en MDA du jambon cuit biopréservé reste assez constante durant le stockage réfrigéré sauf a J+14
ou on observe une légere diminution non significative mais la teneur reste similaire entre J+1 et J+21. De
plus, malgré une légere différence a J+14, la teneur en MDA du jambon cuit biopréservé est en générale

similaire a celle du jambon cuit témoin.

Les teneurs en MDA et en TBARS évoluent de la méme facon dans le jambon cuit biopréservé durant le
stockage réfrigéré. Cependant, la teneur en TBARS est plus élevée que la teneur en MDA comme ce qui est
observé dans le jambon cuit témoin. A J+7 et J+14, la teneur en TBARS des deux échantillons est similaire.
A J+21, la teneur en TBARS du jambon cuit biopréservé est significativement plus élevée que celle du

jambon cuit témoin.

d. Effet du traitement combiné ‘biopréservation-hautes pressions’ sur les teneurs en

TBARS et MDA du jambon cuit

Les résultats du dosage du MDA et des TBARS du jambon cuit biopréservé puis traité par hautes pressions,
comparés a ceux du jambon cuit témoin sont présentés dans la figure 46. Les analyses statistiques des
résultats (Annexe 5) ont montré que la teneur en MDA et TBARS est influencée par les deux facteurs

(traitement combiné et stockage) et que I'interaction entre les deux facteurs a également un effet significatif.
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Figure 46 : Teneurs en TBARS et MDA du jambon cuit biopréservé puis pressurisé au cours du stockage
réfrigéré. Les moyennes (n=3) ont été différenciées par le test de Tukey a un niveau de confiance de 95 %.
Les barres représentent l'intervalle de confiance de chaque moyenne.
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L’effet du traitement combiné est observé directement a J+1. Les teneurs en MDA et en TBARS du jambon
cuit biopréservé puis pressurisé (respectivement 2,24 + 0,31 nmol/g de jambon et 3,14 + 0,34 nmol/g de
jambon) sont supérieures 2a celles du jambon cuit témoin (tespectivement 1,01 + 0,03 nmol/g de jambon et
1,17 £ 0,20 nmol/g de jambon). De plus, la teneur en TBARS est plus élevée que la teneur en MDA dans
le jambon cuit biopréservé puis pressurisé. A partir de J+7 et jusqu’a J+21, la teneur en MDA et en TBARS
du jambon cuit biopréservé puis pressurisé sont identiques ce qui signifie que le MDA est le produit

secondaire d’oxydation lipidique majoritairement détecté dans le milieu.

A J+7, la teneur en MDA du jambon cuit biopréservé puis pressurisé augmente fortement (72 %) puis
continue a augmenter de 54 % entre J+7 et J+14. Et c’est a J+14 que la teneur en MDA est la plus élevée
avec 17,66 £ 1,99 nmol/g de jambon cuit. A J+21, la teneur en MDA diminue pour étre au méme niveau
qu’a J+7. Toutefois, a la fin du stockage réfrigéré J+21), la teneur en MDA du jambon cuit biopréservé puis
pressurisé (8,35 + 0,22 nmol/g de jambon) est nettement plus élevée que celle du jambon cuit témoin (1,22
+ 0,02 nmol/g de jambon). La combinaison de la biopréservation et du traitement par hautes pressions a

donc un effet fortement significatif sur la teneur en MDA du jambon cuit.

Certaines bactéries lactiques, méme si elles ne sont pas courantes, sont connues pour présenter une activité
lipolytique. Cette propriété est souvent observée lors de la fabrication de fromage. Afin d'accélérer la
maturation du fromage, de nombreuses études ont tenté d'induire une lyse bactérienne avec différentes
méthodes pour libérer les enzymes intracellulaires dans la matrice du fromage qui favorisent la lipolyse et le
développement des ardmes au cours de la maturation. 1l a été rapporté que certaines cultures commerciales
améliorent la lipolyse dans les pates de fromage (El-Soda ez a/., 1999), et l'utilisation de souches autolytiques
de L. /actis comme ferment entraine une accumulation accrue d'acides gras libres dans le cheddar (Collins e#
al., 2003). Ainsi, les souches productrices de bactériocine (bactéries bioprotectrices), et le traitement par
hautes pressions sont deux des approches actuelles pour améliorer la lyse bactérienne et la libération
d'enzymes dans le fromage. Dans leur étude, Avila ez 2/ (2007) ont montré une augmentation d’acides gras
libres dans du fromage Hispanico auquel on a ajouté des souches de L. /actis puis traité par hautes pressions

a 400 MPa (5 min, 10 °C) pendant P’affinage, par rapport au fromage non traité par hautes pressions.

Le méme phénomene pourrait se produire dans le jambon cuit biopréservé puis traité par hautes pressions.
L’action combinée de la biopréservation et de la pression pourrait induire une lyse des bactéries entrainant
ainsi la libération d’enzymes lipolytiques des bactéries. Ceci aboutirait a une augmentation des acides gras
libres dans le milieu, qui seront les cibles des pro-oxydants présents dans le milieu. En effet, I'utilisation de
bactéries lactiques peut conduire a des effets léthaux sur la flore endogene du produit comme il a été expliqué
dans la synthese bibliographique (Partie I — I11-1-4). De méme, les hautes pressions sont connues pour avoir
un effet délétere sur les microorganismes. Ceci pourrait donc également conduire a une libération des
enzymes lipolytiques. Cependant, la biopréservation toute seule ne semble pas conduire a une augmentation
de Poxydation des lipides comme vu précédemment, mais combinée a la pression, 'oxydation des lipides

est fortement favorisée. Cela pourrait étre da au fait que le traitement combiné a conduit a une forte
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accumulation d’acides gras libres, et a 'effet pro-oxydant du traitement par hautes pressions qui entraine la

libération du fer de ’'héme ou encore la rupture membranaire.
IT1.1.2. Teneur en fer libre du jambon cuit

Leffet des différents traitements sur la teneur en fer libre est présenté sur la figure 47.
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Figure 47 : Teneur en fer libre dans le jambon cuit témoin, le jambon cuit pressurisé, le jambon cuit
biopréservé et le jambon cuit biopréservé puis pressurisé au cours du stockage réfrigéré. Les moyennes
(n=3) ont été différenciées par le test de Tukey a un niveau de confiance de 95 %. Les barres représentent
I'intervalle de confiance de chaque moyenne et les lettres différentes indiquent des différences significatives
La teneur initiale en fer libre du jambon cuit est de 0,81 £ 0,20 ug/g. A J+1, aucun des traitements appliqués
(hautes pressions, biopréservation et traitement combiné) n’a d’effet significatif sur la teneur en fer libre du
jambon cuit. De plus la teneur en fer libre des échantillons non pressurisés (0,1 MPa et 0,1 MPa-BLc) reste
stable au cours du stockage réfrigéré. Cependant, une nette augmentation de la teneur en fer libre (53 %) est
observée dans I’échantillon pressurisé (500 MPa) a J+7, puis la teneur reste constante jusqu’a J+21. Pour
Iéchantillon biopréservé puis pressurisé, une augmentation significative de 49 % est également observée
entre J+1 et J+7, puis la teneur continue encore a augmenter de 26 % entre J+7 et J+14, avant de se stabiliser
jusqua J+21. La teneur en fer libre dans I’échantillon biopréservé puis pressurisé augmente donc

séquentiellement au cours du stockage, néanmoins la teneur est similaire a celle de I’échantillon pressurisé.

En effet, PANOVA a plusieurs facteurs (Annexe 6) a montré que la biopréservation n’a pas d’effet
significatif sur les teneurs en fer libre. Cependant, le stockage et le traitement par hautes pressions ont un
effet significatif et une interaction significative entre ces deux parametres est également observée. Cette
augmentation du fer libre dans les échantillons traités par hautes pressions, et au cours du stockage réfrigéré

poutrrait étre due a l'ouverture du noyau porphyrine de la myoglobine avec la pression. Ces résultats sont
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similaires a ceux d’une étude menée sur de la viande de chévre traitée par hautes pressions, qui ont montré

une augmentation de la teneur en fer libre non héminique pendant le stockage (Jalarama Reddy ez a/., 2015).

L’augmentation des teneurs en TBARS et MDA semble donc étre corrélée avec "'augmentation de la teneur
en fer libre. En effet, dans les échantillons pressurisés (500 MPa et 500 MPa-BLc), une augmentation de la
teneur en TBARS et MDA est observée a J+7 en méme temps que 'augmentation de la teneur en fer libre.
Par contre, dans les échantillons non traités par hautes pressions (0,1 MPa et 0,1 MPa-BLc), la teneur en
TBARS et MDA reste stable au cours de stockage de méme que la teneur en fer libre. Ainsi, dans cette

étude, 'oxydation lipidique serait causée par le relargage de fer induit par la pression.
ITI.1.3. Peroxydation stimulée des lipides du jambon cuit

Une peroxydation stimulée a été entreprise sur les différents échantillons de jambon cuit. Elle consiste a
provoquer et stimuler I'oxydation a I'aide d’un catalyseur qui est le sulfate de fer et d’'une température de 37
°C. L’oxydation des lipides a ensuite été suivie pendant 300 min en dosant les TBARS a différents temps
d’incubation (0, 60, 120, 200 et 300 min). Ceci a permis d’évaluer l'effet des différents traitements sur la
stabilité oxydative des lipides du jambon cuit dans un milieu prooxidant. Les courbes obtenues a J+1 et J+7

de stockage réfrigéré sont présentées sur la figure 48 et celles obtenues a J+14 et J+21 sur la figure 49.
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Figure 48 : Teneur en TBARS (en nmol éq MDA /g de jambon) du jambon cuit pressutisé, biopréservé et
biopréservé puis pressurisé au cours de la peroxydation stimulée a J+1 et J+7 de stockage réfrigéré (n=0)

A J+1, la teneur en TBARS au début de Pincubation (0 min) est similaire pour tous les échantillons (environ
5 nmol équivalent MDA /g de jambon). Au cours de lincubation, la teneur en TBARS reste constante
jusqu’a 120 min pour les échantillons non biopréservés tandis qu’elle reste constante jusqu’a 200 min pour
ceux biopréservés. Un temps de « latence » est donc observé durant la péroxydation stimulée, qui est plus
long dans les échantillons biopréservés. A 300 min d’incubation, le jambon cuit biopréservé (0,1 MPa-BL.c)

présente la teneur en TBARS la plus basse (11,90 £ 1,34 nmol éqg MDA /g de jambon), suivi du jambon cuit

111



Résultats et Discussion

biopréservé puis pressurisé (500 MPa-BLc : 15,03 + 0,75 nmol éq MDA /g de jambon) puis du jambon cuit
témoin et du jambon cuit pressurisé dont les teneurs en TBARS sont similaires (environ 19 nmol ég MDA /g
de jambon). Cette phase de latence pourrait étre due a 'activité antioxydante des nitrites résiduels. L'activité
antioxydante du nitrite est souvent attribuée au potentiel de I'oxyde nitrique (NO) a se lier au fer héminique
et le stabiliser. Aussi, l'oxygene et d'autres espéces réactives de l'oxygéne réagissent rapidement avec l'oxyde
nitrique et sont séquestrés (Honikel, 2008). En outre, le NO peut également se lier au fer libre (Bergamaschi
& Pizza, 2011), ce qui peut réduire l'oxydation des lipides en limitant l'activité prooxydante du fer
(Parthasarathy & Bryan, 2012). La phase de latence pourrait également étre due a la présence de composés
antioxydants endogenes tels que le tocophérol. L’a-tocophérol est la forme la plus importante de la vitamine
E, et c’est sur lui que se base les apports nutritionnels recommandés en vitamine E. D’apres la table Ciqual,

la teneur en vitamine E du jambon cuit supérieur est d’environ 2,5 mg/kg.

La vitamine E est également un antioxydant primaire piégeur de radicaux libres qui agit principalement sur
les radicaux peroxyles (ROO®) et inhibe Iétape de propagation de 'oxydation lipidique. En effet, I'a-
Tocopherol (x-TOH) coutt-circuite le cycle de propagation et peut intercepter le radical peroxyle (ROO®)
plus rapidement que les acides gras polyinsaturés. L'a-TOH donne son atome d'hydrogene phénolique au
radical et le convertit en hydroperoxyde. Le radical tocopheroxyl (a-TO®) formé est suffisamment stable
pour ne pas continuer la chaine. Il est retiré du cycle par réaction avec un autre radical peroxyle pour former

des produits inactifs non radicalaires (Burton, 1990).
A-TOH + ROO® = «-TO° + ROOH
a-TO® + ROO® > produits inactifs

A J+7, la teneur en TBARS du jambon cuit biopréservé puis pressurisé est beaucoup plus élevée que celle
des autres échantillons au début de 'oxydation. Le temps de latence jusqu’a 120 min est toujours observé
dans les échantillons non biopréservés, tandis que dans le jambon cuit biopréservé, il a été réduit a 120 min
au lieu de 200 min. Quant au jambon cuit biopréservé puis pressurisé, le temps de latence n’est plus observé
donnant ainsi une allure de courbe linéaire ascendante. De plus on peut également observer que la courbe
du jambon cuit pressurisé est nettement au-dessus de celle du jambon cuit témoin, alors qu’a J+1 aucune
différence n’a été observée entre ces deux échantillons. Ceci témoigne de I'effet de la pression sur 'oxydation
des lipides. A la fin de Pincubation, la teneur en TBARS des jambons cuits biopréservés (pressurisés ou non)
est inférieure a celle des jambons cuits non biopréservés (pressurisés ou non). Ainsi, le traitement combiné
a accéléré oxydation des lipides mais le niveau d’oxydation reste le méme que celui de I’échantillon non

pressurisé a la fin de I'incubation.
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Figure 49 : Teneur en TBARS (en nmol éq MDA /g de jambon) du jambon cuit pressutisé, biopréservé et
biopréservé puis pressurisé au cours de la peroxydation stimulée a J+14 et J+21 de stockage réfrigéré (n=0)
A J+14 et J+21, Pallure des courbes a changé pour tous les échantillons. La phase de latence n’est plus
observée. En protégeant les lipides contre 'oxydation survenue au cours du stockage, la vitamine E et le
NO seraient finalement consommeés, ce qui conduit a une accélération de la vitesse d’oxydation des lipides.
Au début de 'incubation, le jambon cuit biopréservé puis pressurisé présente la teneur en TBARS la plus
élevée, aussi bien a J+14 qu’a J+21 (et a J+7). Ceci est cohérent avec les résultats de dosage de MDA et
TBARS vue précédemment ou il a été constaté que le traitement combiné augmentait considérablement

l'oxydation des lipides.

Cependant, la teneur en TBARS des échantillons biopréservés vatie peu au cours de 'oxydation forcée alors
qu’une augmentation significative est observée dans les échantillons non biopréservés. De plus, a la fin de
Iincubation, les échantillons biopréservés présentent des teneurs en TBARS plus faibles que les échantillons
non biopréservés (0,1 MPa-BLc < 500 MPa- BLc < 0,1 MPa < 500 MPa). Ainsi, la biopréservation
permettrait la protection des lipides lors de 'oxydation forcée.

Des études ont montré que les bactéries lactiques possédaient des activités antioxydantes qui ont été
démontrées lors de leur utilisation dans la fabrication de saucisses fermentées par exemple (Zhang ef al.,
2017b ; Chen ¢ al., 2017 ; Noonpakdee e af., 2004). L’activité antioxydante des bactéries lactiques est liée a
leur capacité a piéger des radicaux libres tels que le radical libre 1,1-diphényl-2-pictylhydrazyle (DPPH®),
OH® et O2° (Chen ¢ al. 2015).

Concernant plus particulierement L. /actis, aucune donnée concernant son activité antioxydante dans la
viande et les produits carnés n’a été trouvée. Cependant, des études 7z vitro ont montré que différentes
especes de L. Jactis sont susceptibles de produire des exopolysaccharides, qui possédent une activité
antioxydante (Guo ef al., 2013 ; Pan & Mei, 2010). Les exopolysaccharides microbiens (EPS) sont des
glycopolymeres présents a la surface des bactéries, qui peuvent soit étre liés de maniere covalente 4 la surface
bactérienne formant une capsule, soit étre séerétés dans l'environnement sous forme de dépot visqueux

(slime).
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ITI.1.4. Conclusion sur Peffet des traitements sur ’oxydation des lipides

Le dosage des teneurs en TBARS et en MDA dans les différents échantillons de jambon cuit a permis
d’identifier les effets de chaque traitement (biopréservation, hautes pressions et traitement combiné) sur
I'oxydation des lipides. De plus, le suivi de 'oxydation durant 21 jours de stockage a permis d’évaluer
I’évolution de cette oxydation lipidique au cours du stockage réfrigéré. L’effet des traitements sur le fer libre

non héminique a également été évalué au cours du stockage.

1l a donc été montré que les hautes pressions n’induisaient pas une oxydation des lipides immédiatement
apres traitement mais au cours du stockage réfrigéré. Cette augmentation de 'oxydation des lipides du
jambon cuit pressurisé serait due au relargage de fer dans le milieu par la pression. En effet, il a été
généralement admis que le fer, sous une forme ou une autre (héminique ou libre), favorise 'oxydation des
lipides de la viande. Dans cette étude, I'oxydation des lipides serait surtout liée au fer libre. Parmi les
différentes formes de fer, il a été montré que le fer non héminique jouait un role considérable dans
Poxydation des lipides. Différentes études ont montré que I’ajout de fer sous forme de sels simples (sulfate
de fer, sulfate d’'ammonium ferreux, chlorure ferrique) a un modele de viande cuite agissait comme un agent
prooxydant de 'oxydation lipidique (Love & Pearson, 1974 ; Igene ¢z al., 1979 ; Min e7 al., 2010). Cependant,
Iintervention du fer héminique dans 'oxydation ne peut pas étre négligée. En effet, d’autres auteurs (Rhee
& Ziprin, 1987 ; Oxlien, 2000 ; Vieira ez al., 2017) ont comparé les effets de ’hémoglobine et du fer non
héminique sur 'oxydation lipidique dans différents types de viande et ont conclu que le pigment héminique
induit une accumulation importante de substances réactives au TBA par rapport au fer non héminique.
Ainsi, les contributions relatives du fer héminique et non héminique a 'oxydation des lipides dans la viande

et les produits carnés sont encore largement débattus.

La biopréservation n’a pas d’effet sur 'oxydation des lipides cependant lorsqu’elle est combinée aux hautes
pressions, une forte augmentation de l'oxydation des lipides est observée. Ceci serait di au relargage
d’enzymes lipolytiques par les bactéries lactiques sous pression, qui conduit a une importante accumulation
d’acides gras libres dans le milieu. Ces acides gras libres seraient ensuite les cibles des différentes espéces

prooxidantes dans le milieu et notamment le fer qui est relargué par la pression.

La peroxydation stimulée des lipides a montré que jusqu’a J+7, la vitesse d’oxydation des lipides serait
ralentie par la présence de composés antioxydants endogenes (probablement 'a-tocophérol) et de nitrite
résiduel. Cependant, a partir de J+14, la vitesse d’oxydation augmente, ce qui pourrait étre dd au fait que les
composés cités précédemment sont completement consommés au cours du stockage. Aussi, lorsque
I'oxydation des lipides est forcée, les jambons cuits biopréservés présentent une meilleure stabilité par
rapport aux jambons non biopréservés. Cecl serait lié aux activités antioxydantes de certaines bactéries
lactiques comme la production d’exopolysaccharide antioxydant chez L. /Jactis. Ainsi, 'ajout de bactéries
bioprotectrices permettrait une meilleure stabilité oxydative des lipides du jambon cuit dans un

environnement prooxidant.
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IT1.2. Effet des hautes pressions et de la biopréservation sur les protéines du jambon cuit
III.2.1. Solubilité des protéines

a. Effet du procédé sur la solubilité des protéines

La solubilité des protéines est généralement définie comme la quantité de protéines restant dans une solution
de caractéristiques définies apres 'application d’une force centrifuge pendant une durée déterminée (Hultin,
Feng & Stanley, 1995). Les variations de la solubilité¢ des protéines musculaires peuvent donner une
appréciation de la dénaturation des protéines. La solubilité déctit la capacité d'un soluté donné 2 se dissoudre
dans un solvant. La solubilité des protéines est assurée par des interactions non covalentes (c'est-a-dire
électrostatiques et hydrophobes). A 1'état natif, les chalnes polypeptidiques des protéines se replient en une
conformation globulaire unique. Les groupes apolaites ou hydrophobes enfouis a l'intérieur de la structure
stabilisent généralement I'état natif et les résidus hydrophiles sur la surface participent a la liaison hydrogene.
Une interaction hydrophobe limitée et une plus grande répulsion électrostatique entre les protéines
améliorent la solubilité et la dispersibilité (Aryee, Agyei & Udenigwe, 2018). Cependant, lorsque les protéines
se déploient / sont dénaturées, de nombreux motifs peptidiques et chaines latérales d'acides aminés enfouis
sont exposés a la surface de la protéine ou ils interagissent avec le solvant. La dominance de forces attractives
conduit ainsi a une association des protéines (formation d’agrégat ou de précipité) et a une perte de solubilité
(Fischer et al., 1979). Les variations de la solubilité des protéines (0,6 M, pH 6) au cours de la fabrication du

jambon cuit biopréservé puis pressurisé sont présentées sur la figure 50.

160
a
o =
> I
o 120
3
> 100 |
o 3
S-S 80 |
o0 E
g.%
~ 60
w
=
= 40
=
2 20 r ¢ c ¢ c
“a = I I I
O 1 1 1 1 1 J

Viande Viande 0,1 MPa 500 MPa 0,1 MPa- 500 MPa-
crue saumurée BLec Blc

Figure 50 : Effet du procédé sur la solubilité des protéines (en mg de protéine/g de jambon ; moyenne +
intervalle de confiance) du jambon cuit. Les lettres différentes indiquent des différences significatives (n=>3)

La solubilité des protéines de la viande crue est de 143 £ 0,66 mg / g, ce qui représente 60 % des protéines
totales. La solubilité diminue a 127 + 3,24 mg / ¢ pour celle de la viande saumurée, soit une diminution

significative de 11% de la solubilité des protéines apres le saumurage. La cuisson diminue considérablement

115



Résultats et Discussion

la solubilité des protéines (p<0,05). Une diminution de 90% de la solubilité est observée entre la viande
saumurée (127 + 3,24 mg / g) et le jambon cuit (14 £ 0,75 mg / g). Le traitement par hautes pressions ainsi
que la biopréservation et le traitement combiné, n’ont pas d’effet significatif sur la solubilité des protéines
de jambon cuit.

L'effet combiné de la saumure et du malaxage provoque un déploiement partiel de la structure native des
protéines et conduit ainsi a un réarrangement des protéines myofibrillaires (Ntufiez-Flores ¢ a/., 2018 ; Wang
et al., 2016). Dans un milieu a forte concentration en électrolytes, la plupart des protéines sont dénaturées
(Xiong, 2018 ; Von Hippel & Wong, 1965). Les régions hydrophobes se tournent ensuite vers l'extérieur de
la molécule tandis que les régions hydrophiles se rassemblent au centre, ce qui rend les protéines moins
solubles et sucesptibles de précipiter. Ceci conduit donc a la diminution de la solubilité apres saumurage et

malaxage.

La structure native d'une molécule de protéine est maintenue par des forces moléculaires internes qui, dans
la plupart des cas, sont déstabilisées par I'augmentation de la température, ce qui entraine une « dénaturation
thermique » qui survient a une certaine température. La chaine d'acides aminés se déploie et des patties
internes de la molécule précédemment native sont exposées a la surface de la molécule, ce qui modifie son
affinité avec d'autres molécules. La fabrication du jambon cuit passe par une étape de cuisson par paliers
(40 °C pendant 60 minutes, 50 °C pendant 60 minutes et 65 °C pendant 150 minutes). Pendant cette étape,
les protéines myofibrillaires solubilisées pendant le saumurage et le malaxage subissent un processus de
réarrangement irréversible impliquant une dénaturation et une agrégation de la myosine (Gravelle ¢f a/.,
2016 ; Tornerg, 2005). Ces changements entrainent une diminution drastique de la solubilité des protéines
apres la cuisson. Ces résultats sont en accord avec une étude précédente rapportant une diminution de la
solubilité des protéines myofibrillaires de viande de poulet traitées de 30 °C a 80 © C (Chen ¢f @/, 2018). De
plus, lors de la cuisson, des phénomenes d’oxydation peuvent apparaitre. En effet, l'oxydation des acides
aminés conduit a la formation de groupements carbonylés et la réaction ultérieure des carbonyles avec des
groupes amines libres peut induire des liaisons entre protéines et conduit a la formation d’agrégats insolubles

(Promeyrat 7 al., 2010a).

Par ailleurs, la solubilité des protéines reste constante apres pression, biopréservation et apres le traitement
combiné. Ainsi, apres la cuisson, les protéines semblent atteindre un seuil de solubilité probablement da a

une forte dénaturation.
b. Evolution de la solubilité des protéines au cours du stockage

L’évolution de la solubilité des protéines au cours du stockage réfrigéré est présentée sur la figure 51.
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Figure 51 : Evolution de la solubilité des protéines (en mg de protéine/g de jambon) du jambon cuit témoin,
pressurisé, biopréservé, biopréservé puis pressurisé au cours du stockage réfrigéré. Les barres représentent
I'intervalle de confiance de la moyenne et les lettres différentes indiquent des différences significatives (n=3)

A J+21, la solubilité¢ du jambon cuit témoin (0,1 MPa) ne présente pas de différence significative avec la
solubilité a J+1. Cependant, une diminution de la solubilité est observée chez le jambon cuit pressurisé
(diminution de 37 % par rapport a J+1), biopréservé (diminution de 51 % par rapport a J+1) et biopréservé
puis pressurisé (diminution de 60 % par rapport a J+1). Cette diminution de la solubilité signifierait qu’une

dénaturation plus poussée se serait opérée au cours du stockage réfrigéré.

I11.2.2. Effet sur la dénaturation des protéines

a. Effet du procédé sur ’enthalpie de dénaturation totale

La figure 52 montre ’évolution de 'enthalpie de dénaturation totale des protéines lors de la fabrication du
jambon cuit (a J+1). L’enthalpie de dénaturation totale AH de la viande diminue au cours de la fabrication
du jambon cuit. La réduction de AH est liée au changement de structure qui mene a la dénaturation des

protéines.
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Figure 52 : Effet du procédé sur 'enthalpie de dénaturation totale du jambon cuit supérieur. Les barres
représentent l'intervalle de confiance de la moyenne et les lettres différentes indiquent des différences

significatives (n=3)

L'enthalpie de dénaturation totale de la viande saumurée est nettement inférieure a celle de la viande crue
(inférieure de 27 %), ce qui signifie que I'ajout de saumure diminue considérablement l'enthalpie totale de
dénaturation de la viande. Ce résultat correspond aux résultats de Villamonte ez 2/. (2013) sur de la mélée de
portc a laquelle a été ajouté du chlorure de sodium, et a ceux de Pighin ez a/. (2008) sur l'effet de I'ajout de sel
sur des protéines de beeuf. Ces auteurs suggerent que le sel a un effet important sur la diminution de la
stabilité thermique des protéines. Pour étayer ce fait, il a été suggéré que 'addition de sel neutre amene les
anions a concurrencer les molécules d’eau pour des sites spécifiques dans les protéines, ce qui modifie les
propriétés d’hydratation des protéines et, par conséquent, diminue les énergies de dénaturation. L'action
simultanée du saumurage et du malaxage entraine un dépliement partiel des protéines natives et le début de
la dénaturation de ces protéines, ce qui explique la diminution de l'enthalpie de dénaturation totale de la

viande saumurée.

L'enthalpie de dénaturation totale diminue considérablement apres la cuisson (diminution de 82 % par
rapport a la viande saumurée). En effet, le traitement thermique induit un changement de conformation des
protéines. Ainsi, les protéines perdent leur structure hélicoidale. Le traitement par hautes pressions ainsi que
la biopréservation n'ont pas d'effet significatif sur le jambon cuit (p> 0,05). Cependant, une diminution de
lenthalpie de dénaturation totale importante est observée aprés application du traitement combiné

(diminution de 40 % par rapport au jambon cuit).
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b. Evolution de ’enthalpie de dénaturation totale au cours du stockage

L’évolution de I'enthalpie de dénaturation totale au cours du stockage réfrigéré est présentée sur la figure
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Figure 53: Evolution de l'enthalpie de dénaturation totale (en J/g de MS) du jambon cuit témoin,
pressurisé, biopréservé et biopréservé puis pressurisé au cours du stockage réfrigéré. Les barres représentent

intervalle de confiance de la moyenne et les lettres différentes indiquent des différences significatives (n=>3)

L’enthalpie de dénaturation du jambon cuit témoin reste stable au cours du stockage. Cependant, entre J+1
et J+21, une diminution de 'enthalpie de dénaturation totale est observée pour le jambon cuit pressurisé
(diminution de 26 %), pour le jambon cuit biopréservé (diminution de 75 %) et pour le jambon cuit
biopréservé puis pressurisé (diminution de 40 %) : pour ces produits, le temps de stockage induit une
dénaturation supplémentaire des protéines. Les bactéries bioprotectrices semblent également induire une

dénaturation supplémentaire au cours du stockage.
c. Effet du procédé sur la température de dénaturation des protéines

Les thermogrammes de la viande crue, du jambon cuit et du jambon pressurisé a J+1 sont présentés sur la

figure 54.

119



Résultats et Discussion

l Endothermique

ll: ﬁll'/---‘_ 0
f
|' ! -
II(,_\____ T ‘\‘_‘_‘52_‘ . i—'\i/f"‘_ —em . Viande ctue
1 ‘f \V_- e e———— Jambon cuit

T
| I \,‘_‘\_
I Jambon cuit pressurisé

|.“ )

Flux (mW)

L] 15 a & EY ] L ] L ] w0 = m [ B £ w

Température (°C)

Figure 54 : Thermogramme de dénaturation de la viande crue, du jambon cuit et du jambon cuit
pressurisé
Le thermogramme de la viande crue montre cinq zones de transition qui ont été identifiées grace a la

température au sommet du pic.

Le composant 0, avec un pic a environ 30 £ 3,7 °C, correspond a la fusion des lipides contenus dans
I'échantillon. Cette constatation a été confirmée en appliquant la méme cinétique de température aux lipides
extraits de viande de porc. Le thermogramme obtenu a montré le méme pic a environ 30 °C. Pendant la
baisse de température (non montrée), un pic exothermique est observé a environ 20 ° C, ce qui correspond
a la cristallisation des lipides. En effet, la fusion des lipides est un phénomene réversible contrairement a la

dénaturation des protéines (Barreto ¢f al., 1996 ; Fernandez-Martin ¢f al., 1997).

L'identification des pics de dénaturation de la viande de porc crue et saumurée a été réalisée selon Villamonte
et al. (2013). La premiére transition thermique (composant 1), avec une Td a 51,89 *+ 1,19 °C, correspond
aux protéines myofibrillaires (principalement la myosine). Le composant 2, avec une Td a 58,20 £ 1,97 °C,
a été attribué au collagene et aux protéines sarcoplasmiques, qui sont dénaturés dans le méme intervalle de
température. La transition thermique a 67,09 £ 0,23 °C (composant 4) a été attribuée a d'autres formes de
myosine. Plusieurs auteurs ont rapporté que cette protéine pouvait présenter plusieurs domaines de
transition qui correspondent aux chaines lourdes, 1égeres et leurs sous-unités (Chapleau ez a/., 2004 ; Xiong
et al., 1987). Enfin, le composant 5, a 72,66 + 1,67 °C, a été identifié comme étant la transition thermique
de l'actine. Le thermogramme de la viande saumurée a un profil identique 2 celui de la viande crue (données
non présentées). Par conséquent, dans cette étude, le saumurage n'a pas d’effet sur les températures de

dénaturation des protéines de la viande crue, mais il a eu un impact sut l'enthalpie de dénaturation totale.
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Apres la cuisson, on observe un large pic oscillant entre 60 °C et 72 °C. Le méme pic est retrouvé apres le
traitement par hautes pressions, la bioptéservation et le traitement combiné. Il a été difficile d'identifier avec
certitude la température de dénaturation de ce pic, car l'enthalpie de dénaturation est tres faible. Une
déconvolution des pics a donc été effectuée pour une meilleure identification. Les différentes températures

de dénaturation obtenues sont présentées dans le tableau 21.

Tableau 21 : Effet du procédé et du stockage sur les pics de dénaturation des protéines du jambon cuit

Pic 1 Pic 2 Pic 3 Pic 4
Viande crue 51,89£1,192  5820£1,97b  67,09£0,23f  72,66+1,67 b
Viande
50,64+127+  60,17+125b  67.29+0,74¢  72,18+0,28 h
saumurée
J+1  4920+0,78:  60,30%1,36 be — 71,85+0,49 1
0,1 MPa
J+21 —_ 61,1240,11bc —_ 72,68+1,30h
J+1 —_ 61,74%3,07 bee —_ 72,55+2,62h
500 MPa
J+21 —_ 57,46+0,78 — —_
0,1 MPa- J+1 —_ 60,7842,43 bee — 71,710,461
BLc J+21 — 60,30%0,94 be —_ 72,3340,92 b
500 MPa- J+1 w— 61,95i0,08 ¢ — —
BLc J+21 —_ 57,33+0,20 4 —_ —_

Apres cuisson (0,1 MPa — J+1), on observe une dispartion compléte du pic 3 qui correspond a différents
domaines de la myosine. Cependant, les pics 1, 2 et 4 correspondants respectivement a la myosine, au
collagéne et protéines sarcoplasmiques et a ’actine sont encore identifiables aprés cuisson. Le collagene est
la principale protéine du tissu conjonctif présente dans les viandes. Sa température de dénaturation totale
peut atteindre 90 °C. Entre autres, dans la majorité des systémes musculaites, ’actine est le plus stable a la
chaleur et ne commence a se dénaturer qu'a partir de 71 °C, la dénaturation étant compléte dans la plupart
des cas a 83 °C (Brunton ¢/ al., 2000). La cuisson du jambon cuit dans cette étude ne dépasse pas 65 °C a
ceeur. Il est donc plausible de retrouver les pics correspondants au collagene et a ’actine apres cuisson. Une
augmentation non significative de la température de dénaturation du pic 2 est observée aprés saumurage et
maintenue apres cuisson. Cette augmentation pourrait étre liée aux changements qui s’opérent au sein du
collagene au cours du saumurage. En effet, le sel entralne un gonflement des fibres de collagene par la
pénétration des molécules d’eau et des ions chlorure, ce qui favorise les interactions hydrophobes au sein

de la structure et augmente la température de dénaturation du collagene (Aktas, 2003). Cette augmentation
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de la température de dénaturation du collagéne avec I'ajout de sel a également été observée par Villamonte
et al. (2013). A J+21, le jambon cuit témoin ne présente plus que deux pics de dénaturation car le pic 1
correspondant a la myosine n’est plus observé. Le stockage aurait donc entrainé une dénaturation compléte

de la myosine du jambon cuit témoin.

Généralement, I'application des hautes pressions sur un produit cuit n'a pas d’effet sur la dénaturation des
protéines, car la cuisson a déja provoqué une dénaturation substantielle des protéines. Dans cette étude, les
hautes pressions n’induisent pas de changement de Penthalpie de dénaturation totale. Cependant, des
changements au niveau des pics de dénaturation ont pu étre observés. En effet, apres traitement par hautes
pressions (500 MPa — J+1), une dénaturation compléte du pic de la myosine (pic 1) est constatée. Les
protéines myofibrillaires sont globalement sensibles aux hautes pressions et sont affectées par un traitement
a 500 MPa (Chapleau ez al., 2004). Ainsi, la myosine non dénaturée lors de la cuisson est dénaturée par le
traitement par hautes pressions. Cependant, 'actine est stable aprés pression. En effet, la dénaturation de
’actine varie beaucoup avec la pression et le temps de traitement, et les résultats sont parfois contradictoires.
Chapleau ¢z al. (2004) ont observé que I'actine était stable apres un traitement a 600 MPa pendant 10 min
tandis que Zhang e a/. (2017) ont constaté une dénaturation complete de I'actine apres un traitement a 400
MPa pendant 10 min. A J+21, la dénaturation des protéines du jambon cuit pressurisé semble encore plus
poussée puisqu’une dénaturation compléte de lactine est observée. Le collagene et les protéines
sarcoplasmiques ne sont pas affectés par le traitement par hautes pressions et le stockage. En effet, a J+21,
seul le pic correspondant a ces fractions est encore observé. Le collagene est connu pour étre stable sous
hautes pressions (Sikes e# a/, 2009). 1l a été démontré que le collagéne est stabilisé par un traitement par
hautes pressions en raison de sa structure qui est principalement stabilisée par des liaisons hydrogene (Gekko

& Koga, 1983).

Cependant, le pic de dénaturation de ces fractions est légérement décalé a J+21. La température de
dénaturation diminue significativement entre J+1 (61,74%3,07 °C) et J+21 (57,4610,78 °C), une diminution
qui n’est pas observée sur le jambon témoin. Un effet déstabilisateur de la pression sur l'interaction sel-
collagéne se serait donc manifesté au cours du stockage. Villamonte e 2/ (2013) ont également constaté une
diminution du pic relatif au collagene et protéines sarcoplasmiques de mélée de porc immédiatement apres
pression a 350 MPa. Toutefois, dans I’étude mentionnée, la viande utilisée est crue ce qui pourrait expliquer
Peffet immédiat de la pression puisque la dénaturation de la matrice de départ est relativement faible ;
contrairement 4 notre étude ou la matrice utilisée est cuite donc la dénaturation est déja beaucoup plus

poussée, ce qui expliquerait apparition de 'effet pression au cours du stockage.

La biopréservation entralne également la dénaturation complete de la myosine (0,1 MPa-BLc - J+1). Seuls
les pics correspondants au collagene, aux protéines sarcoplasmiques et a I’actine sont observés. Cependant,
a J+21, le profil thermique reste similaire a celui de J+1. Le stockage a donc un effet sur I'enthalpie de
dénaturation totale des protéines du jambon cuit biopréservé (diminution de 75 % par rapport a J+1) mais

les fractions protéiques restent stables face aux bactéries bioprotectrices.
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Le traitement combiné biopréservation-hautes pressions a conduit a une dénaturation totale de toutes les
fractions protéiques a part le collagéne et les protéines sarcoplasmiques. En effet, a J+1 et J+21, seul le pic
correspondant a ces fractions est observé. Le stockage n’induit donc pas d’effet supplémentaire sur la
dénaturation des protéines du jambon cuit biopréservé puis pressurisé. Cependant, le décalage du pic vers
une température plus basse, comme observé sur le jambon cuit pressurisé, a été constaté. Ceci confirmerait

Petfet de la pression sur ces fractions protéiques et cela méme en présence de bactéries bioprotectrices.
I1I.2.3. Profil électrophorétique des protéines

Les protéines du jambon cuit ont été solubilisées directement dans un tampon de dénaturation tris-HCl en
présence de SDS et de B-mercaptoéthanol, afin de pouvoir établir leur profil électrophorétique. Le profil
électrophorétique des protéines permet de connaitre les changements qui peuvent survenir sur le profil des
protéines au cours de la fabrication du jambon cuit (Figure 55). L’analyse électrophorétique a été réalisée
sur les extraits de protéines totales sans normalisation. La diminution drastique de la solubilité des protéines
au cours de la fabrication du jambon cuit n’a pas permis la normalisation de la concentration des protéines.
Toutefois, une évaluation globale des protéines extraites peut étre effectuée. La présence de bande colorée
dans les puits témoigne de la présence d’agrégats protéiques qui ne sont pas entrés dans le gel de

polyacrylamide a 12 %.
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Figure 55 : Profil électrophorétique de la viande au cours de la fabrication du jambon cuit. M : marqueur
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Les principales bandes identifiées dans la viande crue sont la chaine lourde de la myosine (200 kDa), la
protéine C (135 kDa), la protéine M (165 kDa), la chaine a-actinine (97 kDa), I'actine (45 kDa), la troponine
T (37 kDa), la chaine de la tropomyosine (34 kDa), la troponine I (23 kDa), la troponine C (19 kDa) et les
deux chaines légeres de myosine (14-15 kDa et 24 kDa). Les diminutions ou augmentations d'intensité de
bandes sont attribuées a des modifications de la conformation des protéines et donc de la solubilité due a la
dénaturation suite a la formation d’agrégat (diminution de la solubilité) ou a la dégradation en composés de

poids moléculaire inférieur (augmentation de la solubilité) (Grossi ez al.,, 2014).

L’intensité des bandes de la viande saumurée semble plus faible. Cela est da a la différence de concentration
des protéines injectées. En effet, lors de 'analyse électrophorétique, un méme volume d’extrait a été injecté
pour tous les échantillons. Cependant, dans la viande saumurée la quantité de protéines est plus faible a
cause de 'ajout de la saumure donc I’échantillon est plus dilué. Toutefois, I'intensité des bandes a diminué
uniformément ce qui montre que cette diminution de l'intensité est effectivement due a la dilution de

I’échantillon et non a un effet du traitement.

L’apparition d’une bande a 24 kDa est observée a partir du saumurage et son intensité augmente au cours
de la fabrication. Cette bande correspondrait a la solubilisation de la troponine I apres le saumurage.
Cependant, I'intensité de la troponine C a 19 Kda décroit au fur et a mesure de la fabrication du jambon.
De méme, I'intensité des bandes qui correspondent aux protéines M et C décroit au fur et 2 mesure des

différents traitements, jusqu’a disparaitre dans le jambon cuit biopréservé puis pressurisé.

I11.2.4. Conclusion sur I’état de dénaturation des protéines

Les mesures de solubilité, la calorimétrie et 'analyse électrophorétique ont permis d’évaluer Iétat de
dénaturation des protéines du jambon cuit au cours de sa fabrication mais également au cours du stockage.
Les résultats montrent que la solubilité et I'enthalpie de dénaturation des protéines évoluent dans le méme
sens. La solubilité des protéines dépend de la structure protéique et des interactions protéine-protéine (Chen,
et al., 2018). Ainsi, lorsque la protéine subit un changement dans sa structure, ceci conduit a un changement

de sa solubilité.

Le saumurage a entrainé une diminution de la solubilité et de 'enthalpie de dénaturation totale des protéines.
L’ajout de sel a donc affecté les propriétés structurales des protéines, car I'addition d’ions diminue les
interactions non covalentes requises pour maintenir la structure de la myosine; par conséquent, la stabilité
des protéines diminue, tandis que la dénaturation augmente (Comfort & Howell, 2003). Une forte
diminution de la solubilité et de l'enthalpie de dénaturation totale est observée apres cuisson. Ceci
cotrespond a la formation du gel protéique au cours de la cuisson responsable de l'adhérence des morceaux
de viande et donc de la tenue de tranche du jambon cuit. Généralement, le chauffage induit la dénaturation
et 'agrégation des protéines natives entrainant une diminution de la solubilité des protéines (Promeyrat ez

al., 2010a). La biopréservation n’a pas d’effet significatif sur la solubilité et 'enthalpie de dénaturation du
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jambon cuit, cependant lorsqu’elle est associée a la pression, une diminution de enthalpie de dénaturation

est observée.

Les trois fractions protéiques principales de la viande (le collagene, les protéines sarcoplasmiques et les
protéines myofibrillaires) sont retrouvées sur le thermogramme obtenu apres I'analyse par calorimétrie
différentielle. Cependant, ces trois fractions évoluent différemment au cours de la fabrication du jambon
cuit et au cours du stockage. Le saumurage, bien qu’augmentant la force ionique du milieu, n’a pas d’effet
significatif sur les températures de dénaturation des protéines. Par contre, la cuisson conduit a la disparition
du pic de la myosine identifié a environ 67 °C sur la viande crue. La pression induit la dénaturation totale
de la myosine avec la dispatition du pic 2 environ 50 °C et qui correspond 2 une autre partie du domaine de
myosine. De méme, 'ajout de bactéries bioprotectrices entraine une dénaturation totale de la myosine du
jambon cuit. Enfin, 'application du traitement combiné entraine la dénaturation compléte des protéines
myofibrillaires avec la disparition du pic a environ 72 °C correspondant a P'actine. Le collagene et les
protéines sarcoplasmiques montrent une résistance aux différents traitements. Toutefois, les domaines de
transition de ces fractions protéiques sont conjoints et intermédiaires, ce qui rend difficile I'attribution de

cette stabilité au collagene ou aux protéines sarcoplasmiques.

Le stockage présente également un effet sur les températures de dénaturation des différentes fractions
protéiques. Ainsi apres 21 jours de stockage, une dénaturation compléte de la myosine est observée sur le
jambon cuit témoin tandis que I’actine reste stable. Par contre, pour le jambon pressurisé, une dénaturation
complete des protéines myofibrillaires, myosine et actine, est observée. De plus, un décalage de la
température de dénaturation du collagéne et des protéines sarcoplasmiques est constaté ce qui signifierait
que ces fractions deviendraient moins stables durant le stockage. Le stockage n’induit pas de changements
des températures de dénaturation des protéines du jambon cuit biopréservé. Cependant, le décalage du pic
du collagene et des protéines sarcoplasmiques est également observé lorsque la biopréservation est
combinée a la pression. Ainsi, la pression n’induit pas de changement immédiat de la température de
dénaturation du collagéne et des protéines sarcoplasmiques, mais son effet est observé au cours du stockage,

et cela en présence ou non de bactéries bioprotectrices.

Les différents changements qui s’operent au sein des protéines du jambon cuit pendant les différents
traitements et au cours du stockage peuvent également étre a lorigine des modifications des propriétés
technologiques observées dans la partie précédente. De nombreuses études ont montré que la dénaturation
des protéines entrainait des modifications structurelles dans la viande et affectait ses propriétés physiques
telles que sa capacité de rétention d'eau, sa texture et sa couleur (Marcos ¢f al., 2010, Tornberg, 2005). Ainsi,
la dénaturation des protéines sous l'influence des différents traitements et au cours du stockage aurait
entrainé la diminution de la capacité de rétention d’eau et, par extension, entrainé un relargage d’eau et une

modification de la texture.

Les protéines myofibrillaires (la myosine, l'actine, et dans une certaine mesure la tropomyosine) jouent un

role important dans la qualité des produits carnés en raison de leur capacité a lier les protéines de la viande
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et a retenir I'eau (Xiong, 2018). Ainsi, la dénaturation des protéines myofibrillaires serait la principale cause
de la diminution de la capacité de rétention d’eau du jambon cuit puisque, quel que soit le traitement
appliqué, les protéines myofibrillaires semblent partiellement ou totalement dénaturées au cours du
stockage. La dénaturation des protéines myofibrillaires (myosine et actine) est compléte dans les échantillons
pressurisés (biopréservés ou non). Ceci expliquerait le relargage d’eau plus important dans ces échantillons
lors du stockage. Une étude effectuée par Ishiwatari ez a/. (2013) sur de la viande cuite, par calorimétrie et
par imagerie pat résonance magnétique, a montré que méme si la myosine est completement dénaturée, le
relargage d’eau est faible, et aucune modification remarquable de la texture n'est obsetvée. Ainsi, une certaine
quantité d’eau reste dans le systeme myofibrillaire. Cependant, lorsque I'actine est completement dénaturée,

l'eau est expulsée du systéme de myofibrilles en raison du changement structurel majeu.

L’adhésion des muscles entre eux et par conséquent la cohésion du jambon cuit dépendent de I’état de
dénaturation des protéines. Une certaine dénaturation des protéines favorise I'adhésion par intervention des
interactions hydrophobes tandis qu’une dénaturation plus importante ou totale entraine leur agrégation, ce

qui ne permet plus 'adhésion et nuit donc a la cohésion du jambon cuit.

III.2.5. Oxydation des protéines

L'oxydation des protéines peut entrainer des modifications du squelette protéique et/ou des chaines latérales
des acides aminés, telles que la dénaturation, le clivage de la liaison peptidique et la formation de nouvelles
liaisons covalentes intermoléculaires, affectant ainsi la texture de la viande (Lund e# /., 2011). Les principales
modifications oxydatives des protéines ont lieu au niveau des chaines latérales des acides aminés. Elles
comprennent l'oxydation des thiols, 'hydroxylation aromatique et la formation de groupements carbonylés
(Zhang, Xiao & Ahn, 2013).

Le degré d'oxydation des protéines du jambon cuit au cours de sa fabrication puis aprés les différents
traitements (hautes pressions, biopréservation et traitement combiné) et au cours du stockage, a été évalué

en mesurant la perte de groupements sulthydryles et la formation de composés carbonylés.
a. Teneur en composés carbonylés

Les acides aminés basiques (lysine, histidine et arginine) sont oxydés en composés carbonylés, qui peuvent
ensuite réagir avec des groupes amines libres pour former des liaisons amides. La formation de composés
carbonylés est I'un des changements les plus importants dans l'oxydation des protéines. Les composés
carbonylés peuvent étre générés par l'oxydation directe des chailnes latérales d'acides aminés, la
fragmentation du squelette peptidique, des réactions avec des sucres réducteurs ou la liaison a des composés
carbonylés non protéiques (Estévez, 2011). L’évolution de la quantité de composés carbonylés de la viande
durant la fabrication du jambon cuit, ainsi que durant les différents traitements et le stockage est présentée

sur la figure 56.
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Figure 56 : Effet du procédé et du stockage sur la quantité de composés carbonylés (umol/g de protéine)
du jambon cuit témoin, pressurisé, biopréservé et biopréservé puis pressurisé. Les barres représentent
intervalle de confiance de la moyenne et les lettres différentes indiquent des différences significatives (n=>3)

La quantité de composés carbonylés augmente progressivement lors de la fabrication du jambon cuit. La
teneur en carbonyles, 0,26 + 0,03 umol/g de protéine dans la viande crue, augmente considérablement (34
%) pour atteindre 0,40 £ 0,03 umol/g de protéine dans la viande saumurée. Le saumurage aurait donc un
impact sur la carbonylation des protéines. L'ajout de chlorure de sodium augmente la force ionique de
l'environnement. La force ionique est de 0,4 M équivalent NaCl pour la viande de porc crue et passant a 0,9
M équivalent NaCl apres saumurage. Cette augmentation de la force ionique affecte le degré d'assemblage
des protéines myofibrillaires, leur exposition aux pro-oxydants et, par conséquent, leur sensibilité a la
carbonylation (Chen ¢ al., 2018). De plus, le NaCl pourrait améliorer la solubilité des ions Fe3* et/ou des
Cl- dérivés du NaCl, renforcant ainsi leurs effets pro-oxydants (Estévez, 2011). Villaverde e 4/, (2014) et
Vossen & De Smet (2015) ont observé un effet pro-oxydant rapide du nitrite sur la carbonylation des
protéines dans la mélée de porc. Le nitrite est un pro-oxydant efficace car il peut initier des réactions
d'oxydation en extrayant un électron d'une molécule sensible et en formant des composés azotés réactifs
pouvant initier des réactions d'oxydation dans les systemes catnés.

Aptes la cuisson, la teneur en carbonyles augmente a 1,48 + 0,20 umol/g de protéines, ce qui représente
une augmentation de 73 % par rapport a la viande saumurée. L'augmentation de 'oxydation apres la cuisson
peut étre attribuée en partie a la perte de I'activité antioxydante intrinseque du muscle (Estévez, 2011). De
plus, la cuisson conduit a la dénaturation de la myoglobine et conduirait a la libération de fer de I'neme
(Garcia ef al., 1996). Le fer libéré est connu pour favoriser la formation de radicaux libres impliqués dans
l'oxydation des lipides et des protéines (Guyon ¢ al., 2018). Les hautes pressions n’ont pas d’effet immédiat

(J+1) sur la teneur en composés carbonylés, et de méme pour la biopréservation et le traitement combiné.
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Aprés un stockage réfrigéré de 21 jours, la teneur en composés carbonylés de jambon cuit témoin et celle
du jambon cuit pressurisé restent stables. Cependant, une augmentation considérable de la teneur en
carbonyles est observée a J+21 dans le jambon cuit biopréservé (augmentation de 26 % par rapport a J+21)
et dans le jambon cuit biopréservé puis pressurisé (augmentation de 28 %). L’ajout de bactéries
bioprotectrices dans le jambon cuit, traité ou non patr hautes pressions induirait donc la formation de
composés carbonylés au cours du stockage du jambon cuit.

b. Teneur en thiols

Pour mieux évaluer l'oxydation des protéines, un dosage de la teneur en thiols accessibles et en thiols libres
a été effectué. En effet, la diminution des groupements SH libres est souvent liée a 'oxydation des protéines.
En outre, les thiols accessibles ont également été dosés pour évaluer la réversibilité des réactions d’oxydation
des thiols. Les thiols accessibles comprennent les groupements SH exposés a la surface ou enfouis dans la
structure protéique. Ici, l'urée a été utilisée comme agent réducteur pour la réduction des liaisons avant

I'estimation des thiols accessibles.
b.1. Effet du procédé sur la teneur en thiols du jambon cuit

Leffet du procédé et des différents traitements (hautes pressions, biopréservation et traitement combiné)

sur la teneur en thiols accessibles et thiols libres est présenté sur la figure 57.
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Figure 57 : Effet du procédé sur la teneur en thiols libres et thiols accessibles (en umol/g de protéine) du
jambon cuit. Les barres représentent I'intervalle de confiance de la moyenne et les lettres différentes
indiquent des différences significatives (n=3).

Aucune différence significative n'a été constatée entre les niveaux de thiols libres et de thiols accessibles
dans les échantillons de viande crue et de viande saumurée, indiquant que le saumurage n'a aucun effet
significatif sur l'oxydation des thiols. Cependant, le nombre de thiols extraits a augmenté de maniére

significative aprés la cuisson (de 26,63 + 1,35 umol/g de protéines dans la viande saumurée 2 159,26 + 10,78
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umol/g de protéines dans le jambon cuit). Une augmentation supplémentaire significative jusqu’a 188,06 £
9,11 umol/g de protéines est constatée aprés le traitement par hautes pressions. La teneur en thiols
accessibles du jambon cuit biopréservé est plus élevée par rapport a celle du jambon cuit témoin et cette
teneur augmente avec le traitement combiné (par rapport au jambon cuit témoin et au jambon cuit
biopréservé). Cependant, la teneur en thiols accessibles du jambon cuit pressurisé et celle du jambon cuit

biopréservé puis pressurisé sont similaires.

Les groupements SH t maintiennent la structure tertiaire des protéines. Les modifications de la teneur en
SH peuvent donc refléter le degré d'altération de la structure tertiaire et quaternaire des protéines (Tian &
Du, 2007 ; Zhang ef al., 2017). La teneur en thiols accessibles augmente au fur et 2 mesure de la fabrication
du jambon cuit et apres les différents traitements. Le traitement thermique favorise la dénaturation de la
structure native des protéines et conduit a l'exposition des groupements thiols. En effet, lors de la montée
en température, les résidus de protéines et les liaisons disulfures qui ne sont pas accessibles dans la
conformation native deviennent disponibles et peuvent réagir avec le milieu et les autres molécules
(Visschers & Jongh, 2005). Ceci expliquerait 'augmentation des thiols accessibles apres la cuisson.
L’augmentation des thiols accessibles aprés traitement par hautes pressions suppose lexistence d’une
dénaturation supplémentaire induite par la pression. Cette hypothese est confirmée par les résultats de la

calorimétrie qui ont montré une dénaturation complete de la myosine apres traitement par hautes pressions.

Une augmentation des thiols libres est également observée apres cuisson (117,82 + 4,61 umol/g de protéine)
et aprés hautes pressions (156,80 £ 5,32 umol/g de protéine). Cependant, une différence est observée entre
les teneurs en thiols accessibles et celles en thiols libres du jambon cuit et du jambon pressurisé. Ceci montre
que les groupements SH accessibles dosés dans le milieu proviennent des groupements libres a la surface

des protéines mais également des liaisons disulfures S-S.

Apres Pajout de bactéries lactiques, la teneur en thiols libres diminue considérablement (diminution de 37
% par rapport au jambon cuit témoin), et de méme apres le traitement combiné (diminution de 45 % par
rapport au jambon cuit témoin). La diminution de groupement thiols est assimilée a des réactions
d’oxydation (Jongberg et al., 2017). En effet, dans la conformation native des protéines, une grande partie
des groupements sulfhydryles libres est enfouie dans la structure des protéines et sont protégés de I'attaque
des radicaux libres (Soladoye ¢# al., 2015). Leur exposition rend les protéines plus susceptibles a 'oxydation
qua Pétat natif. Ainsi, ajout de bactéries bioprotectrices induit une oxydation des protéines par la
formation de ponts disulfures ou d’autres composés d’oxydation des thiols, et cette oxydation est plus

poussée lorsque la biopréservation est combinée au traitement par hautes pressions.
b.2. Evolution de la teneur en thiols au cours du stockage du jambon cuit

L’évolution de la teneur en thiols a également été suivie au cours du stockage réfrigéré. La figure 58 montre

I’évolution des thiols au cours du stockage du jambon cuit témoin.
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Figure 58 : Evolution de la teneut en thiols libres et thiols accessibles (en pmol/g de protéine) du jambon
cuit témoin au cours du stockage. Les barres représentent I'intervalle de confiance de la moyenne et les

lettres différentes indiquent des différences significatives (n=3)

La teneur initiale en thiols accessibles (159,26 £ 10,78 umol / g de protéines) du jambon cuit témoin est
significativement supérieure a la teneur en thiols libres (123,53 + 11,95 umol / g de protéines). Ceci indique
qu'une oxydation des thiols aurait déja eu lieu lors de la fabrication, du saumurage, de la cuisson, du
découpage en dés par exemple. Ensuite, la teneur en thiols accessibles a diminué de maniére significative de
29% entre J+1 et J+7 et de 20% entre J+7 et J+14. Parallelement, une diminution de la teneur en thiols
libres a également été observée entre J+1 et J+7. A J+7 et J+14, les teneurs en thiols libres et en thiols
accessibles sont similaires. La diminution des groupements thiols pourrait étre attribuée a l'attaque directe
d'especes réactives de 'oxygene (ROS) au niveau des groupements thiols du résidu de cystéine des protéines,
les convertissant en liaisons disulfure et autres produits d'oxydation du thiol, tels que l'acide sulfénique,
l'acide sulfinique et sulfonique, et les thiosulfinates (Rysman ez a/., 2016, Nagy & Winterbourn, 2010). De
plus, la diminution des thiols accessibles implique que l'oxydation des thiols serait une réaction irréversible.
A J+21, les thiols accessibles sont restés au méme niveau qu’a J+14, alors que les thiols libres ont encore
diminué. Ainsi, l'oxydation du thiol se poursuit jusqu'au 21¢m¢ jour de stockage. Cependant, les réactions
d'oxydation des thiols a J+21 sont réversibles car la quantité de thiols accessibles n’a pas diminué. En effet,
selon Nagy & Winterbourn (2010), I'oxydation des thiols est un phénomene complexe et peut conduire a la
formation de multiples produits d'oxydation, l'acide sulfénique qui est un produit d'oxydation réversible des

thiols.

L’évolution de la teneur en thiols libres et totaux du jambon cuit pressurisé lors du stockage réfrigéré est

présentée sur la figure 59.
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Figure 59 : Fivolution de la teneur en thiols libres et thiols accessibles (en umol/g de protéine) du jambon
cuit pressurisé au cours du stockage. Les barres représentent 'intervalle de confiance de la moyenne et les
lettres différentes indiquent des différences significatives (n=3)

La teneur en thiols accessibles du jambon cuit pressurisé est nettement plus élevée que celle du jambon cuit
témoin. Tout au long du stockage réfrigéré, la concentration en thiols accessibles du jambon cuit pressurisé
diminue progressivement, mais la concentration reste supérieure a celle du jambon cuit témoin. Ceci montre
que le traitement par hautes pressions a induit une désorganisation de la structure protéique du jambon cuit,
ce qui conduit a une meilleure accessibilité des groupements SH. En effet, il est connu que les hautes
pressions peuvent induire une dénaturation des protéines (Grossi ez al, 2016). Le changement de
conformation de la structure de la protéine, en particulier des protéines myofibrillaires, provoqué par la
pression conduit a 'exposition des groupements SH enfouis dans la structure de la protéine, les rendant
accessibles au dosage. Ces résultats sont cohérents avec ceux de Chapleau e a/. (2002) sur des protéines

myofibrillaires.

A J+1, les thiols accessibles du jambon cuit pressurisé sont significativement plus élevés que les thiols libres
(respectivement 188,06 + 9,11 umol/g de protéine et 156,80 * 5,32 umol/g de protéine). Ces niveaux sont
supérieurs a ceux du jambon cuit témoin. Cela signifie que le traitement par hautes pressions a induit une
oxydation supplémentaire des thiols par rapport a celle qui s'est produite lors de la fabrication du jambon
cuit. A J+7, la concentration en thiols accessibles du jambon cuit pressurisé est restée identique a celle du
J+1, tandis que les thiols libres ont fortement diminué jusqu'a atteindre le méme niveau que celui du jambon
cuit témoin (respectivement 96,34 + 4,21 pumol/g de protéine et 100,62 + 8,64 umol/g de protéine).
Contrairement au jambon cuit témoin, les réactions d'oxydation des thiols se produisant entre J+1 et J+7
dans le jambon cuit pressurisé seraient des réactions réversibles. Apres J+7, les thiols accessibles du jambon
cuit pressurisé diminuent progressivement jusqu’a J+21, et de méme pour les thiols libres. Cependant, la

teneur en thiols accessibles est toujours plus élevée par rapport a la teneur en thiols libres. Ces résultats
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montrent la coexistence de réactions d’oxydation des thiols réversibles et irréversibles dans le jambon cuit
traité par hautes pressions, contrairement au jambon cuit non traité dans lequel les réactions irréversibles
prédominent. Cela montre la désorganisation de la structure protéique induite par le traitement par hautes

pressions et se poursuivant pendant le stockage réfrigéré.

L’évolution de la teneur en thiols du jambon cuit biopréservé et du jambon cuit bioptréservé puis pressurisé

au cours du stockage réfrigéré est présentée sur la figure 60.
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Figure 60 : Fvolution de la teneur en thiols libres et thiols accessibles (en umol/g de protéine) du jambon
cuit biopréservé (A) et du jambon cuit biopréservé puis pressurisé (B) au cours du stockage. Les barres
représentent U'intervalle de confiance de la moyenne (n=3) et les lettres différentes indiquent des différences
significatives (p<<0.05)

La teneur en thiols accessibles du jambon cuit biopréservé (Figure 57-A) diminue jusqu’a J+14 puis se
stabilise jusq’a J+21. Cependant, entre J+1 et J+7, une augmentation des thiols libres est observée (de 65,22
+ 4,45 umol/g de protéine a 130,48 £ 2,89 umol/g de protéine). Les mémes constatations sont observées
sur le jambon cuit biopréservé puis pressurisé (Figure 57-B) : diminution des thiols accessibles jusqu’a J+14
et augmentation des thiols libres entre J+1 et J+7 (de 100,42 £ 3,04 umol/g de protéine a 143,08 + 17,25
umol/g de protéine). Ceci montre que des réactions d’oxydation irréversibles des thiols se produisent et
marquées par la diminution des thiols accessibles. L’augmentation des thiols libres entre J+1 et J+7 est due
soit a une modification de la structure protéique induite par I'ajout de bactéries bioprotectrices, soit a la
réversibilité de réactions d’oxydation qui sont survenues antérieurement a la biopréservation ou au

traitement combiné.

Aprés J+7, les thiols libres du jambon cuit biopréservé diminuent parallélement avec les thiols accessibles

jusqu’a J+14 (diminution de 43 %) puis se stabilisent jusqu’a J+21. A J+14 et J+21, les teneurs en thiols
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accessibles et thiols libres sont identiques dans le jambon cuit biopréservé. Ceci correspondrait, comme dans
le jambon cuit témoin, a des réactions d’oxydation irréversibles des thiols. Cependant, dans le jambon cuit
biopréservé puis pressurisé, une diminution conjointe des thiols accessibles et des thiols libres est observée
jusqua J+14, mais une augmentation des teneurs a J+21 témoigne de la réversibilité des réactions

d’oxydation qui sont survenues.

II1.2.6. Discussion et conclusion sur ’oxydation des protéines du jambon cuit

Le dosage des composés carbonylés et des groupements thiols a permis d’évaluer 'oxydation des protéines
durant la fabrication du jambon cuit, mais également d’évaluer I'impact des différents traitements (hautes

pressions, biopréservation et traitement combiné) sur I’état oxydatif du jambon cuit.

Durant la fabrication du jambon cuit, une augmentation des composés carbonylés a été observée et
notamment apres cuisson ou 'augmentation de la teneur en carbonyles est importante. Promeyrat, Daudin
& Gatellier (2013) et Gatellier ¢ a/ (2010) ont mis en évidence une augmentation du nombre de
groupements carbonyles dans les protéines de porc et de viande lors d’une cuisson entre 45 °C et 96 °C. Les
composés carbonylés peuvent étre générés dans les protéines par une attaque directe de radicaux libres sur
certains acides aminés. En réagissant avec l'oxygene et les peroxydes, le fer sous ses différentes formes (fer
libre ou ferrique) est principalement impliqué dans les réactions en chaine conduisant a la production de

radicaux libres (Estévez, 2011).

Avec le test au DNPH, il n'est pas possible d'identifier spécifiquement les acides aminés conduisant a la
formation des carbonyles, mais, comme rapporté par la revue de Estévez (2011), il s’avere que les composés
carbonylés sont principalement dérivés de la proline, de la thréonine, de la lysine et de l'arginine. La lysine,
l'arginine et la thréonine étant des acides aminés essentiels pour l'homme, leur oxydation conduit 2 une

diminution de la valeur nutritionnelle de produit.

Les hautes pressions ainsi que la biopréservation et le traitement combiné ne génerent pas de composés
supplémentaires dans le jambon cuit. Cependant, au cours du stockage, une nette augmentation des
carbonyles est constatée dans le jambon cuit biopréservé et dans le jambon cuit biopréservé puis traité par
hautes pressions, tandis que les carbonyles du jambon cuit témoin et du jambon cuit pressurisé restent
stables. Cette augmentation des composés carbonylés dans les échantillons biopréservés coincide avec la
diminution des groupements thiols (entre J+7 et J+14). Ainsi, I'oxydation des thiols aurait donc

partiellement contribué a la formation de composés carbonylés.

Le dosage des groupements thiols a montré une augmentation de I’accessibilité des groupements SH au
cours de la fabrication du jambon cuit mais également apres les traitements (hautes pressions,
biopréservation et traitement combiné). Ceci témoigne du changement conformationnel des protéines au
cours de ces différentes étapes. En effet, parmi tous les acides aminés, les résidus de cystéine présentent la

plus petite surface accessible aux solvants de la protéine native, ce qui indique que cet acide aminé est
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principalement orienté a l'intérieur de la protéine (Rose ez al., 1985). Lors de la cuisson, du traitement par
hautes pressions, de la biopréservation et du traitement combiné, les protéines se dénaturent comme il a été
montré dans la partie II1.2.2. Ceci conduit alors a une plus grande exposition des groupements SH qui
étaient enfouis dans la structure protéique native. Les résultats de DSC ont montré une dénaturation des
protéines myofibrillaires : une dénaturation partielle de la myosine apres cuisson, une dénaturation complete
de la myosine apres traitement par hautes pressions et biopréservation et une dénaturation complete des
protéines myofibrillaires (myosine et actine) apres le traitement combiné. Ces différents niveaux de
dénaturation des protéines expliqueraient 'ampleur de I'accessibilité des thiols apres chaque traitement.
Toutefois, la dénaturation de la myosine semble contribuer dans une plus grande mesure a cette accessibilité
des thiols. En effet, la myosine représente environ 45 a 50 % des protéines myofibrillaires et contient 40
groupes sulfhydryles dans sa structure tandis que lactine représente environ 20 % des protéines
myofibrillaires et présente 9 groupes sulfhydryles dans sa structure (Hamill & Botinestean, 2016 ; Pearson

& Young, 1989).

Le dosage des thiols a également montré une évolution biphasique. Tout d’abord, la fabrication du jambon
cuit ainsi que les différents traitements ont conduit a une plus grande accessibilité des thiols. Ensuite durant
le stockage réfrigéré, une diminution a la fois des thiols accessibles et des thiols libres est observée.
L’exposition des groupements thiols a en effet rendu ses groupements réactifs sensibles a oxydation. Les
groupements thiols peuvent former de nombreux produits d'oxydation, dont les plus courants sont l'acide
sulfénique (RSOH), l'acide sulfinique (RSOOH), l'acide sulfonique (RSOOOH) ou des réticulations
disulfure (RSSR) via les réactions d'oxydation non radicales avec le peroxyde d'hydrogene (Jongberg ez .,

2017 & Lund e al., 2011).

RSH + H.O, = RSOH + H,O
RSOH + RSH - RSSR + H,O
2RSH + Oz = RSSR + H,O»

Ainsi, 'oxydation des groupements thiols a généré divers produits dont certains sont réversibles et d’autres
irréversibles. Toutefois, les résultats ont montré que dans le jambon cuit non traité par hautes pressions
(biopréservé ou non) les réactions d’oxydation des thiols observées sont plutot irréversibles, tandis que dans
le jambon traité par hautes pressions (biopréservé ou non), une coexistence des réactions irréversibles et

réversibles est constatée.
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IT1.3.Effet des hautes pressions et de la biopréservation sur la digestibilité des protéines

1l a été démontré que les protéines subissaient différents changements au cours de la fabrication du jambon
cuit mais également apres traitement par hautes pressions, biopréservation et traitement combiné.
L’évaluation de ces différentes modifications est importante, car elles peuvent d’un coté modifier de maniere
significative les propriétés technologiques du produit, mais aussi entrainer la perte d'acides aminés essentiels
et la diminution de la digestibilité des protéines, affectant ainsi la qualité nutritionnelle des produits carnés.
Une évaluation de la digestibilité des protéines du jambon cuit a donc été entreprise, dans le but d’estimer
I'impact des modifications que les protéines du jambon cuit ont subies au cours de sa fabrication et apres
I'application des hautes pressions, de la biopréservation et du traitement combiné biopréservation-hautes

pressions.

La plupart des nutriments sont ingérés sous une forme soit trop complexe pour étre absorbée, soit insoluble,
et par conséquent non digestible ou incapable d'étre digérée. Dans le tractus gastro-intestinal, une grande
partie de ces substances est solubilisée et ensuite dégradée par voie enzymatique en molécules simples, de
taille suffisamment petite et sous une forme permettant leur absorption a travers I'épithélium muqueux
(Hornbuckle ez al, 2008). La digestion est donc un processus dynamique. Les aliments entrant dans le tractus
gastro-intestinal seront délivtés d'un compatrtiment a l'autre a des débits variables en fonction de leur
structure, de leur contenu calorique, de leur osmolarité et de leurs propriétés rhéologiques (Dupont &

Mackie, 2015).

Dans cette étude, ’évaluation de la digestibilité des protéines a été réalisée par digestion 7z vifro en mimant
ces différentes étapes de la digestion. Les modéles de digestion ## vitro sont largement utilisés pour étudier
la digestibilité, la dégradation, la bioaccessibilité et la stabilité des échantillons dans des conditions gastro-
intestinales simulées, car ils sont plus pratiques, plus acceptables sur le plan éthique, plus rapides et moins
onéreux que les modeles iz vivo (Minekus ez al., 2014). Ainsi, 'approche 7 vitro adoptée consistait en une
digestion statique mimant a la fois la digestion gastrique et intestinale. Pour les deux compartiments, la
cinétique a été décrite et interprétée a l'aide d'une approche de modélisation permettant d'évaluer le taux
maximal de digestion (Dmax) et la vitesse de digestion en évaluant le temps de demi-vie ti/2 c’est-a-dire le

temps nécessaire pour atteindre la dégradation de la moitié de Dmax.
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IT1.3.1. Effet du procédé sur la digestibilité des protéines du jambon cuit

La figure 61 montre l'effet du traitement sur les deux parametres cinétiques Dmax et ti/2.
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Figure 61 : Effet du procédé de fabrication sur la digestion maximale Dmax (A) et le temps de demi-vie ti/2
(B et C) du jambon cuit au cours de la digestion gastrique et intestinale. Les batres représentent U'intervalle
de confiance de la moyenne (n=0) et les lettres différentes indiquent des différences significatives (p <0,05).

a. Digestion gastrique

La figure 58-A montre que la viande saumurée a une digestibilité supérieure (48 £ 0,47 %) a celle de la
viande crue (41 £ 0,56 %), du jambon cuit (42 + 0,39%), du jambon cuit pressurisé (42 £ 0,52 %), du
jambon cuit biopréservé (41,67 £ 0,22 %) et du jambon cuit biopréservé puis pressurisé (41,90 £ 0,52 %).
Une augmentation de 14% a été observée entre la digestibilité gastrique de la viande crue et celle de la viande
saumurée. Le saumurage a donc un effet positif sur la protéolyse des protéines lors de la digestion gastrique.
La figure 58-B montre les temps de demi-vie de la digestion gastrique. La viande crue présente le t1/2 le plus

élevé (32,57 0,63 min). Ce temps de demi-vie diminue significativement apres le saumurage a 16,38 £ 0,54
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min. Ainsi, le saumurage augmente la vitesse d'hydrolyse des protéines. L'ajout de saumure peut entrainer
diverses modifications physicochimiques des protéines. I.’étude des modifications protéiques au cours de la
fabrication du jambon cuit a montré que le saumurage a induit une dénaturation des protéines, comme I’a
montré la perte de solubilité des protéines apres le saumurage et confirmé par la diminution de I'enthalpie
de dénaturation. Le saumurage provoque le déploiement partiel des protéines, ce qui expose les sites de
clivage a l'enzyme digestive. Ainsi, le saumurage a augmenté la digestibilité et la vitesse de digestion des

protéines par rapport a la viande crue.

Apres la cuisson, la digestibilité gastrique a diminué par rapport a la digestibilité de la viande saumurée
(Figure 58-A). Cependant, le temps de demi-vie a augmenté de 16,38 £ 0,54 min pour la viande saumurée a
23,49 + 0,42 min apres la cuisson (Figure 58-B). Ainsi, la cuisson a réduit la digestibilité et la vitesse de
digestion pepsique des protéines de la viande. Pendant la cuisson de la viande, les protéines sont sujettes a
des modifications conformationnelles et des phénomenes d’oxydation. En effet, les résultats de DSC ont
montré que la cuisson a provoqué une dénaturation substantielle des protéines, entrainant une perte de
solubilité. En outre, 'augmentation de la température a induit l'oxydation des protéines, comme indiqué
précédemment par la quantification des teneurs en carbonyles et thiols. Par conséquent, la dénaturation et
l'oxydation conduiraient a une agrégation de protéines et masqueraient les sites de clivage des enzymes
digestives. Les modifications structurelles provoquées par la cuisson seraient susceptibles de modifier et de
réduire I'accés des enzymes digestives aux sites de clivage, ce qui complique la protéolyse par la pepsine,

réduisant ainsi la digestibilité et la vitesse de digestion du jambon cuit (Santé-Lhoutellier ef a/., 2008).

Cependant, méme si la digestibilité du jambon cuit est semblable a celle de la viande crue, la vitesse de
digestion est plus élevée pour le jambon cuit. Ainsi, I'étape de cuisson augmente la vitesse de digestion des
protéines de la viande. Cet effet s'explique par une dénaturation progressive des protéines, d'abord par le
saumurage puis par la cuisson par pallier, ce qui augmente la bioaccessibilité des protéines pour les protéases
digestives. Selon Santé-Lhoutellier ¢z a/ (2017), une explication plausible est que les acides aminés
aromatiques (acides aminés hydrophobes correspondant aux sites de clivage de la pepsine) se retrouvent a
la surface des protéines de viande, au lieu d'étre internalisés comme c'est le cas des protéines solubles natives.

Les mémes constatations ont été observées par Bax ¢f a/. (2012) sur de la viande de porc cuite 2 70 °C.

Apres le traitement par hautes pressions, la digestibilité gastrique reste inchangée par rapport a celle du
jambon cuit (Figure 61-A), tandis que le temps de demi-vie augmente de 19 % par rapport a celuidu jambon
cuit (Figure 61-B). Cela signifie que 'application d'un traitement hautes pression sur du jambon cuit diminue
la vitesse de protéolyse. Ainsi, malgré une dénaturation accrue des protéines aprés cuisson, une agrégation
plus poussée se serait encore produite. Cela poutrait étre associé a une augmentation de l'exposition des
groupements sulfthydryles identifiés lors de la détermination de la teneur en thiols accessibles. Ainsi, certains
groupements thiols, qui sont inaccessibles dans le jambon cuit, deviennent plus exposés lors du traitement

par hautes pressions.
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Ces groupements sulfhydryles exposés peuvent étre facilement oxydés et pourraient contribuer a la
formation d’'un grand nombre de liaisons disulfures, d’interactions protéine-protéine et d’agrégats qui
géneraient la digestion par la pepsine et réduiraient la vitesse de digestion. De méme, ces groupements thiols
sont également susceptibles d’étre oxydés lors de la digestion elle-méme. En effet, Rysman e a/. (2016) ont
montré que l'oxydation des thiols libres était le mécanisme d'oxydation des protéines le plus abondant au
cours de la digestion, soulignant que les groupes thiols sont trés réactifs et sensibles a la dégradation par
oxydation. Ainsi, durant la digestion a proprement patler, les mémes phénomenes d’oxydation des thiols

réactifs peuvent conduire au masquage des sites de clivage de 'enzyme.

Les résultats ont montré que la biopréservation et le traitement combiné ont légerement diminué la
digestibilité¢ du jambon cuit, mais le taux de digestion reste identique a celui du jambon cuit pressurisé. Le
temps de demi-vie du jambon cuit biopréservé est similaire a celui du jambon cuit témoin tandis que celui
du jambon cuit biopréservé puis pressurisé est similaire a celui du jambon cuit pressurisé. Les mémes
phénomenes de changement conformationnel et d’agrégation pourraient également expliquer ces résultats.
Ainsi, juste apres traitement, 'ajout de bactéries lactiques n’a pas d’effet sur la digestion gastrique des

protéines.
b. Digestion intestinale

Apres la digestion intestinale (Figure 61-A), la viande saumurée a toujours le plus haut degré de digestibilité.
60 * 0,60 % des protéines de la viande saumurée ont été digérées apres digestion intestinale contre 50 +
0,38 % pour la viande crue, 55 £ 0,96 % pour le jambon cuit, 53,87 £ 0,02 % pour le jambon cuit biopréservé
et 53,63 £ 0,32 % pour le jambon cuit biopréservé puis pressurisé. Le saumurage favorise donc fortement
la digestibilité des protéines de viande. Apres la cuisson, la digestibilité a augmenté de 10 % par rapport a
celle de la viande crue. L'activité de la trypsine sur les protéines préalablement digérées par la pepsine a été

influencée par les étapes de saumurage et de cuisson, comme il a été observé lors de la digestion pepsique.

La vitesse de digestion lors de la phase intestinale (Figure 61-C) est beaucoup plus rapide que celle de la
phase gastrique. Ceci est di au fait que les protéines sont déja fortement hydrolysées par la pepsine. Les
temps de demi-vie de la viande crue, de la viande saumurée, du jambon cuit sont similaires ; par contre ceux
des jambons cuits biopréservés sont légerement mais significativement plus faibles. Ce qui traduit une vitesse
de digestion trypsique légerement plus rapide. Ainsi, I'ajout de bactéries lactiques a augmenté la vitesse de
digestion des protéines du jambon cuit. Ceci pourrait étre lié a I'activité protéolytique de certaines bactéries

lactiques qui auraient ainsi pu contribuer a I’hydrolyse des protéines.
c. Profil électrophorétique des digestats

La figure 62 montre le profil électrophorétique des digestats obtenus apres digestion pepsique puis trypsique
de la viande crue et du jambon cuit. Les profils électrophorétiques des échantillons traités par hautes
pressions ainsi que celui biopréservés et biopréservés puis pressurisés n’ont pas montré de différence par

rapport a celui du jambon cuit.
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Figure 62 : Profil électrophorétique des digestats de viande crue VC et de jambon cuit (T) prélevés a
différents temps de la digestion pepsique (P10 : 10min, P30 : 30 min, P60 : 60 min, P120 : 120 min) et de
la digestion trypsique (T30 : 30 min, T120 : 120 min)

Une différence significative peut étre observée entre l'intensité des bandes de la viande crue et l'intensité des
bandes du jambon cuit dés 10 min de digestion (R-P10 et H-P10). En effet, 'intensité de la plupart des
bandes de protéines présentes dans le jambon cuit est considérablement réduite apres 10 min de digestion
gastrique. De plus, la viande cuite digérée par la pepsine présente plus de peptides de faible poids moléculaire
(<20 kDa) et moins de protéines ou de peptides de poids moléculaire élevé (> 30 kDa) que la viande crue.

Cela suggere une plus grande protéolyse du jambon cuit par rapport a la viande crue.

L'intensité de la bande correspondant a la troponine T (37 kDa) diminue considérablement tout au long de
la digestion gastrique dans le jambon cuit, tandis que dans la viande crue, son intensité reste assez forte
jusqu'a 120 min de digestion par la pepsine. Cependant, l'actine semble étre facilement hydrolysée par la
pepsine dans la viande crue et le jambon cuit, car la bande qui correspond a cette protéine n'est plus visible
apres seulement 10 min de digestion. Les protéines de poids moléculaire supérieur a 90 kDa semblent étre
assez résistantes a l'action de la pepsine dans la viande crue. Elles ont également été observées dans les
digestats de viande crue apres 30 min de digestion gastrique, et ne semblent pas diminuer en intensité lors
de la digestion, alors que dans le jambon cuit, leur intensité a diminué considérablement apres 10 min de

digestion par la pepsine.
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I11.3.2. Evolution de la digestibilité au cours du stockage

La digestibilité et la vitesse de digestion des protéines ont également été évaluées au cours du stockage
réfrigéré. Les Dmax et ti/2 ont été évaluées a J+21, ou le nombre de bactéries lactiques est le plus élevé afin
de connaitre I'effet de I'ajout de bactéries lactiques sur la digestibilité des protéines. La digestion trypsique
ne présentant aucune information complémentaire et présentant les mémes tendances que la digestion

pepsique, nous avons choisi de ne présenter que les résultats de la digestion pepsique. Les résultats sont
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présentés sur la figure 63.
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Figure 63 : Evolution de la digestion gastrique maximale Dmax (A) et du temps de demi-vie gastrique ti/>
(B) du jambon cuit, du jambon cuit pressurisé, du jambon cuit biopréservé et du jambon cuit biopréservé
puis pressurisé au cours du stockage réfrigéré. Les barres représentent lintervalle de confiance de la
moyenne (n=06) et les lettres différentes indiquent des différences significatives (p <0,05).

La digestibilit¢é maximale (Dmax) du jambon cuit témoin, du jambon cuit pressurisé et du jambon cuit
biopréservé puis pressurisé ne changent pas entre J+1 et J+21. Cependant, la digestibilité maximale du
jambon cuit biopréservé a significativement augmenté de 41,67 + 0,22 % a J+1 a 51,16 £ 0,22 % a J+21
soit une augmentation de 19 %. Le temps de demi-vie du jambon cuit biopréservé a fortement diminué au
cours du stockage, passant de 22,46 + 0,44 min a J+1 a 12,27 £ 0,25 min a J+21. De méme, le temps de
demi-vie du jambon cuit biopréservé puis pressurisé a diminué de 27,47 £ 1,07 min a J+1 a 17,39 + 1,29
min a J+21. Le développement de bactéries bioprotectrices au cours du stockage a donc fortement influencé
la vitesse de digestion du jambon cuit. Ceci pourrait étre da a I'activité protéolytique des bactéries lactiques
et notamment de L. /actis qui est la bactérie bioprotectrice utilisée dans cette étude. Les systemes
protéolytiques des bactéries lactiques sont importants pour rendre les protéines, les peptides et les acides
aminés disponibles pour la croissance bactérienne, mais ces systémes peuvent également jouer un role
important dans les propriétés texturales et organoleptiques des aliments fermentés (Hayek & Ibrahim, 2013).
Ainsi, les bactéries lactiques sont largement utilisées dans les produits carnés fermentés. 1l est bien connu
que les ferments secrétent des protéases qui liberent les acides aminés au cours de la maturation et

contribuent au gout, a la texture (tenue de tranche) des produits carnés fermentés et contribuent
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indirectement a leur arébme typique, car ils sont précurseurs de nombreux composés volatiles (Chen et 4/,
2016 ; Flores & Toldra, 2011 ; Candogan e# al., 2009). Yin et al. (2002) ont montré que la protéolyse dans le
haché de maquereaux se produisait rapidement pendant la fermentation avec I’ajout de bactéries lactiques

et notamment de L. /actis en raison de l'action de protéases acides secrétées par les bactéries lactiques.

L. Jactis domine la flore endogene du jambon cuit biopréservé puis pressurisé. Les modifications de la
digestibilité des protéines de cet échantillon pourraient donc étre liées a Iactivité protéolytique de L. /actis.
Cette bactérie lactique est largement utilisée comme ferment dans la fabrication des produits laitiers.
Cependant, son utilisation dans les produits carnés n’est pas courante. Les lactocoques ont une capacité
limitée a synthétiser des acides aminés et dépendent donc de l'utilisation de soutces d'azote exogeénes pour
une croissance optimale. En se développant dans le lait, ces organismes dégradent les protéines du lait (as1-
, &s2-, #- et B-caséine) pour répondre a leurs besoins en acides aminés. Les acides aminés essentiels a la
croissance de L. Jactis sont 'acide glutamique, la valine, I’histidine, la leucine et la cystéine ou la méthionine

(Teusink & Molenaar, 2017 ; Flahaut e7 a/., 2013).

Le systeme protéolytique de L. /actis est un exemple de voie présente dans plusieurs bactéries qui utilisent
des protéines exogenes comme source d'azote. La premiere étape dans l'utilisation des protéines du lait est
la dégradation de ces protéines en oligopeptides par une protéase extracellulaire (PrtP). Dans la deuxieme
étape, les peptides sont absorbés par le systeme de transport d'oligopeptides (Opp), mais on ignore quels
peptides de I'hydrolysat de caséine sont transportés. Dans la troisieme étape, les peptides accumulés sont
dégradés par une multitude de peptidases. A titre d’exemples, les aminopeptidases générales PepN et PepC
sont capables de libérer des résidus d'acides aminés N-terminaux d'un large éventail de di, tri et
oligopeptides. Les aminopeptidases PepV et PepT ont également de grandes spécificités, mais sont
spécifiques des di- et des tripeptides, respectivement. Les endopeptidases PepO, PepO2, PepF et PepF2
hydrolysent les liaisons peptidiques internes des oligopeptides (Savijoki e# al., 2006 ; Sanz et al., 1999 ; Kunji
et al., 1998). L activité protéolytique de L. /actis dans le jambon cuit pourrait étre similaire a celle exercée dans

le lait.

I11.3.3. Conclusion sur la digestibilité des protéines

Dans la viande crue, les protéines natives internalisent en grande partie les groupements hydrophobes et
posseédent donc une accessibilité limitée pour les protéases digestives notamment la pepsine. Le saumurage
conduit a une dénaturation des protéines, ce qui se traduit par une externalisation des acides aminés
hydrophobes et par conséquent des sites hydrophobes accessibles aux protéases.

Apres le traitement thermique, une modification structurelle plus poussée est observée et a cette
dénaturation vient s’ajouter le phénomene d’agrégation vraisemblablement initié par des réactions
d’oxydation, d’interactions hydrophobes et de pontage covalent. Les sites hydrophobes des protéines seront

donc toujours extériorisés, mais moins accessibles aux protéases du fait de I'agrégation protéique. Cela a
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ainsi conduit a une diminution de la digestibilité ainsi que de la vitesse de digestion apres cuisson. Toutefois,
méme si étape de cuisson a diminué la digestibilité de la viande patr rapport a la viande saumurée, la
digestibilité et la vitesse de digestion du jambon cuit restent plus élevées que celles de la viande crue. Ainsi,
la transformation de la viande en jambon cuit améliore la digestion des protéines griace aux étapes de
saumurage et de cuisson. Le traitement par hautes pressions ainsi que la biopréservation et le traitement
combiné diminuent légérement la digestibilité des protéines du jambon cuit. Cela serait da a une plus grande
exposition des groupements sulthydryles ce qui favorise leur oxydation et la formation de pont disulfure
ainsi que les interactions protéine-protéine conduisant a des phénomenes d’agrégation. Ces derniers
conduisent ensuite 4 un masquage des sites de clivage des enzymes et ainsi a une diminution de la
digestibilité.

Par ailleurs, la digestibilité intestinale des protéines de tous les échantillons ne présente pas de différence
significative. A la fin de cette phase, la tendance reste la méme qu’aprés la digestion gastrique. Cependant,
la vitesse de digestion est beaucoup plus rapide du fait que les protéines sont déja fortement hydrolysées
lors de la phase gastrique. Le saumurage, la cuisson ainsi que les hautes pressions n’ont pas d’effet significatif
sur la vitesse de digestion intestinale des protéines. Cependant, les échantillons biopréservés traités ou non
par hautes pressions présentent une vitesse de digestion intestinale plus élevée, qui pourrait étre liée a
Pactivité protéolytique des bactéries lactiques.

Cette activité protéolytique est d’autant plus observée au 21¢me jour de stockage réfrigéré, ou le nombre de
bactéries lactiques dans le milieu est le plus élevé. Cela a conduit a une augmentation considérable de la
vitesse de digestion gastrique des protéines. En effet, certaines bactéries lactiques, dont L. /actis, ont une
capacité limitée a synthétiser des acides aminés et dépendent donc de l'utilisation de sources d'azote
exogenes pour une croissance optimale. Ainsi, les bactéries lactiques contribueraient déja a ’hydrolyse des
protéines et faciliteraient 'action protéolytique des enzymes digestives, conduisant a une vitesse de digestion
plus élevée.

Cette augmentation de la vitesse de digestion des protéines serait intéressante pour certaines catégories de
la population, notamment pour les sportifs dont Iutilisation de protéines a digestion rapide est efficace pour
stimuler la synthese protéique apres un exercice (West ef a/., 2011) ; mais également pour les personnes agées
dont l'utilisation de protéines a digestion rapide est préférable pour obtenir une meilleure utilisation
postprandiale des acides aminés alimentaires et pour la stimulation de la synthese des protéines corporelles
(Dangin et al., 2003), et ainsi palier la fonte musculaire ou sarcopénie. Ainsi, étant donné sa richesse en
protéines, et sa vitesse de digestion élevée, le jambon cuit biopréservé traité ou non par hautes pressions est
donc un aliment intéressant dans le cadre des stratégies nutritionnelles proposées a des catégories spécifiques
de la population.

Par ailleurs, il serait nécessaire de valider davantage les données par une digestion 7 wivo pour évaluer la
corrélation in vitro-in vivo dans les modeles de digestion, car les modeles existants ne sont pas en mesure
d'imiter complétement la complexité du tractus gastro-intestinal humain. En effet, malgté leur potentiel et
leur large applicabilité, les systemes de digestion 7 vitro statiques sont limités par leur incapacité a imiter

completement les processus généraux se déroulant iz vive, notamment le contréle hormonal et nerveux, les
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mécanismes de rétroaction, l'activité des cellules muqueuses, la complexité des mouvements péristaltiques
et l'implication du systéme immunitaire local (Guetta ¢# a/., 2012). De plus, les conditions physico-chimiques
(pH, force ionique, concentrations des enzymes digestives) présentes dans les différents compartiments
évoluent avec le temps de digestion, alors que le modele de digestion 7z vitro statique utilisé dans cette étude
ne prend pas en compte ces évolutions dans le temps. Ill convient également de considérer le taux de
digestion 7z vitro comme « potentiel » puisque lefficacité de la mastication affecte grandement le taux de
digestion des protéines de viande 7z vivo. En ce qui concerne l'efficacité globale de la digestion, I'approche
statique 7 vitro s'avére un outil utile pour comparer les effets de la transformation des aliments, mais ne

fournit pas de mesure de la digestibilité en tant que telle (Bohn ez /., 2017).
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CONCLUSION GENERALE ET PERSPECTIVES

Le projet BLacHP vise a développer un procédé innovant qui pourrait constituer une alternative a I’ajout
d’additifs conservateurs tels que les nitrites notamment dans les produits carnés. La stratégie adoptée est la
combinaison de la biopréservation par des bactéries lactiques avec les hautes pressions afin de controler a
la fois la flore végétative et surtout sporulée indésirable. Dans le cadre de ce projet, 'objectif de ce travail
était d’évaluer mais également comprendre I'impact de ce traitement combiné sur les propriétés
technologiques, organoleptiques et sensorielles sur un produit carné réduit en nitrite et plus particulierement
le jambon cuit type « supérieur ». Les effets des deux traitements appliqués individuellement ont également

été évalués afin de mieux comprendre les phénomenes induits par leur combinaison.
Acceptabilité micriobiologique

Le traitement par hautes pressions (500 MPa, 20 °C, 5 min) inhibe le développement de la flore endogene
jusqu’a 42 jours de stockage a 4 °C. Dans le cas d’une rupture de la chaine du froid, le traitement pat hautes
pressions permet de ralentir considérablement la croissance de la flore endogene qui reste faible jusqu’a 30
jours de stockage. Lefficacité du traitement par hautes pressions sur la réduction microbienne et le maintien
de la sécurité microbiologique du jambon cuit est confirmée. La biopréservation par L. /actis augmente la
charge microbienne du jambon cuit. L’application du traitement combiné réduit la charge microbienne en
sélectionnant uniquement les bactéries barorésistantes et notamment L. /actis. En effet, le dénombrement
et I'identification par séquencage de PADNTr 16S, ont montré que L. /actis reprenait en croissance apres le
traitement par hautes pressions et par la suite, dominait la flore endogeéne durant le stockage. Ainsi, en
combinant la biopréservation au traitement par hautes pressions, ce dernier sélectionne la flore d’intérét (L.
lactis) inoculée au détriment de la flore altérante. Le traitement combiné assure donc la sécurité

microbiologique du jambon cuit réduit en nitrite.
Acceptabilité sensorielle

D’un point de vue sensoriel, le traitement par hautes pressions, en inhibant la flore d’altération, améliore la
qualité olfactive du jambon cuit. La biopréservation combinée ou non aux hautes pressions conduit au
développement d’une odeur lactée et/ou fruitée au fur et a mesure du stockage. Cette odeur est
caractéristique du diacétyle et/ou de l'acétoine qui sont des produits du métabolisme de L. Jactis. Le
développement de cette odeur spécifique est donc lié a la croissance de L. /actis au cours du stockage
réfrigéré. Par contre, méme si le traitement n’induit pas d’odeur désagréable, il n’est pas possible d’affirmer

dans cette étude si cette odeur est acceptable et/ou appréciée pour les consommateurs.
Modifications physico-chimiques

Le traitement par hautes pressions, la biopréservation et la combinaison des deux traitements ont également
impacté les propriétés technologiques du jambon cuit réduit en nitrite a cause des différents changements

physico-chimiques qu’ils induisent. Un test de corrélation par les coefficients de Pearson a été effectué afin
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de mettre en évidence les corrélations entre les différents variables étudiées. Les coefficients de corrélation
de 7 Pearson ainsi que les valeurs de p montrant la significativité des coefficients sont présentés en annexe

7.

Le traitement par hautes pressions augmente le pH du jambon cuit. Les mécanismes sous-jacents a cette
augmentation du pH n’ont pas été élucidés dans cette étude mais des hypotheses ont été émises telles que
I'exposition des groupements basiques due a la dénaturation des protéines ou encore le changement du
pouvoir tampon du jambon cuit. Par contre, la biopréservation diminue le pH du jambon cuit a cause de la
production d’acide par les bactéries lactiques lors de leur croissance. Lorsque la biopréservation est
combinée aux hautes pressions, le pH augmente, soit parce que les especes bactériennes ayant survécu a la

pression sont moins acidifiantes soit parce qu’elles ont perdu leur capacité acidifiante a cause de la pression.

Du point de vue technologique, les traitements (hautes pressions, biopréservation et traitement combingé)
diminuent légérement la capacité de rétention d’eau du jambon cuit pendant les premiers jours de stockage
réfrigéré mais P'effet est plus notable pour le traitement par hautes pressions et cela méme en présence de
bactéries bioprotectrices. Cette diminution de la CRE a par ailleurs induit une perte d’eau lors du stockage

ce qui ce qui explique la forte corrélation négative observée entre la CRE et 'exsudation (» = -0,655, p<0,05).

L’effet sur la texture du jambon cuit est différent selon le traitement appliqué. Le traitement par hautes
pressions et le traitement combiné augmentent légerement la dureté du jambon cuit au cours du stockage
réfrigéré. Cependant, 'ajout de bactéries bioprotectrices a entrainé des effets plus prononcés sur la texture
du jambon cuit, notamment une diminution de la dureté et de la cohésion a la fin du stockage réfrigéré. Cela
serait la conséquence de lactivité protéolytique de certaines bactéries qui se sont développées au cours du
stockage. Le traitement par hautes pressions semble donc palier ces modifications de la texture lorsqu’il est
combiné a la biopréservation. Cela pourrait étre di au ralentissement du développement microbien au sein
du produit, mais également a la sélection induite par la pression sur la flore endogene et ne favorisant que

le développement des bactéries bioprotectrices barorésistantes.

Les traitements ont également des effets sur ’état des protéines du jambon cuit. Cependant, ces effets sont
moindres puisque les protéines sont déja fortement dénaturées lors de Iétape de cuisson pendant la
fabrication du jambon cuit. Les effets portent notamment sur la solubilité des protéines, leur état de
dénaturation exprimé par 'enthalpie totale de dénaturation. Les traitements n’ont pas d’effet immédiat sur

’état des protéines, mais les effets sont constatés plutot lors du stockage.

Ainsi, tous les traitements induisent la dénaturation des protéines au cours du stockage réfrigéré. Cela se
traduit d’une part par la perte de solubilité des protéines et d’autre part par la diminution de ’enthalpie totale
de dénaturation. En effet, ces deux parameétres sont fortement corrélés (r = 0,602, p < 0,0001). Cependant,
les différentes fractions protéiques ne sont pas impactées de la méme facon. Le traitement par hautes
pressions induit une dénaturation compléte des protéines myofibrillaires a la fin du stockage réfrigéré tandis

que les protéines myofibrillaires sont résistantes a I'ajout de bactéries lactiques. Lorsque les deux traitements
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sont combinés, les protéines myofibrillaires sont complétement dénaturées des les premiers jours de
stockage réfrigéré. Cependant, une fraction de protéines sarcoplasmiques et de collagene est observée a la

tin du stockage quel que soit le traitement appliqué.

Ces changements au niveau des protéines impactent moyennement et/ou fortement les propriétés
technologiques du jambon cuit notamment la texture (dureté et cohésion), la capacité de rétention d’eau et
I'exsudation. Ainsi, la CRE et exsudation, qui sont des parameétres fortement liés, sont corrélés a la solubilité
des protéines (respectivement » = 0,396 et r = -3,380). La dureté et la cohésion sont corrélées a 'enthalpie

de dénaturation, la solubilité des protéines et la teneur en carbonyles.

Parmi les changements physico-chimiques induits par les traitements, ’'oxydation des lipides et des protéines
a également été évaluée. L’évaluation de la teneur en composés carbonylés et la diminution en groupements
sulthydryles ont permis d’évaluer 'oxydation des protéines. Les hautes pressions n’ont pas d’effet sur la
production de composés carbonylés et n’induisent donc pas d’oxydation protéique supplémentaire dans le
jambon cuit. Par contre, la biopréservation et le traitement combiné conduisent a une augmentation de ces
composés a la fin du stockage. L’ajout de bactéries bioprotectrices induit donc une oxydation des protéines
lors du stockage réfrigéré notamment a cause de I'activité protéolytique des bactéries lactiques qui expose
les protéines aux composés prooxydants. Le dosage des teneurs en thiols libres et accessibles indique que

les traitements conduiraient également a la formation d’autres produits d’oxydation protéique.

Le dosage des composés d’oxydation lipidique montre que les hautes pressions combinées ou non a la
biopréservation provoquent 'oxydation des lipides au cours du stockage réfrigéré. Ceci serait da au relargage
de fer par la pression a partir des compartiments de ’héme. Ainsi, une forte corrélation du fer libre avec les
indicateurs d’oxydation lipidiques MDA (r = 0,634, p<0,05) et TBARS (r = 0,644, p<0,05) est observée.
L’effet du traitement combiné sur oxydation lipidique est plus conséquent a cause de la probable activité
lypolitique de L. /actis qui conduit a accumulation d’acides gras libres dans le milieu, qui sont plus facilement

attaqués par les pro-oxydants comme le fer relargué par la pression.
Impact des traitements sur les propriétés nutrionnelles

Enfin, d’'un point de vue nutritionnel, le traitement par hautes pressions tend a ralentir la digestion des
protéines. La dénaturation des protéines a conduit a la formation d’agrégats et au masquage des sites de
clivage spécifiques des enzymes de digestion. Par contre, la biopréservation combinée ou non aux hautes
pressions tend a améliorer la digestion des protéines grace a I'activité protéolytique de L. /actis. L utilisation
de la biopréservation pourrait donc étre intéressante pour améliorer la cinétique de digestion qui conditionne
Pefficacité postprandiale des protéines alimentaires. Particulierement, chez les personnes agées souffrant de
sarcopénie (fonte musculaire), la consommation de produits carnés biopréservés permettrait la digestion
rapide des protéines pour obtenir une meilleure utilisation postprandiale des acides aminés alimentaires pour

la synthéese des protéines corporelles.
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Cette étude a donc montré que le traitement par hautes pressions permet d’assurer la sécurité
microbiologique et de maintenir les qualités sensorielles du jambon cuit. La combinaison des hautes
pressions et de la biopréservation permet d’obtenir un jambon cuit a teneur réduite en nitrite proche du
jambon cuit traditionnel, puisque ce traitement a un effet modéré sur les propriétés technologiques du
jambon cuit et un effet faible sur 'oxydation des protéines et des lipides. Ce procédé pourrait également
étre intéressant du point de vue nutritionnel et apporter une valeur ajoutée au jambon cuit notamment en

améliorant la digestibilité des protéines.

Toutefois, cette étude souléve plusieurs questions qui méritent des études plus approfondies notamment
Iidentification des différentes fractions volatiles qui conferent les odeurs décrites par les juges lors de
'analyse sensorielle. De plus, des analyses sensorielles du gott et de I'aspect ainsi qu’un test de préférence
compleéteraient les premiers résultats obtenus. Concernant les phénomenes d’oxydation, le dosage des autres
formes de fer (fer héminique et fer total) pourrait également étre effectué afin d’évaluer I'impact des
différents traitements sur le jambon cuit et également d’évaluer I'implication des différentes formes du fer
dans les phénomenes d’oxydation. Comme le traitement combiné semble provoquer 'oxydation des lipides,
il serait intéressant de le tester sur d’autres produits plus riches en lipides (par exemple les lardons, le saumon
ou le foie gras) et en acides gras insaturés. Enfin, un protocole de digestion plus élaboré pourrait étre
envisagé notamment I’ajout d’une phase de mastication qui est un parametre important dans la digestion des
protéines, ou encore utilisation simultanée de plusieurs enzymes surtout lors de la phase intestinale pour
se rapprocher davantage le plus des conditions réelles de digestion. Une digestion ## vivo pourrait également
étre envisagée. L’étude de I’hydrophobie de surface des protéines pourrait également expliquer les
phénomenes d’agrégation et d’oxydation qui semblent interférer dans 'action des enzymes digestives. Une
identification des acides aminés issus de la digestion serait également intéressante, afin de comprendre le

mécanisme protéolytique induit par les différents traitements.
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ANNEXE 2

Tableau statistique détaillant le nombre minimal de réponses correctes nécessaire pour conclure
qu'il existe une différence perceptible, sur la base d'un essai triangulaire (selon la norme NF EN
ISO 4120 : 2007)

Les valeurs correspondent au nombre minimal de réponses correctes requis pour étre significatif au
niveau o déterminé (c'est-a-dire la colonne) pour le nombre correspondant de sujets 7 (c'est-a-dire la ligne).

Rejeter 'hypothese «pas de différence» si le nombre de réponses cotrectes est supétieur ou égal a la valeur

du tableau.

] ¢ h 2

020 | 010 [ 008 | 001 | 0,001 020 | 040 | 005 [ 001 | 0,001
6 4 5 5 6 - 27 12 13 14 16 18
7 4 b b 6 I 28 12 14 15 16 18
8 5 5 6 7 8 29 13 14 15 17 19
9 b 6 6 7 8 30 13 14 15 17 19
10 ] 6 i 8 9

kil 14 15 16 18 20

1 ] 7 7 8 10 32 14 15 16 18 20
12 ] 7 8 9 10 3 14 15 17 18 21
13 1 8 8 9 11 34 15 16 17 19 21
14 7 8 9 10 11 3 18 18 17 19 22
18 8 8 9 10 12

36 15 17 18 20 2

16 8 9 9 1 12 42 18 19 20 22 25
17 8 9 10 11 13 48 20 21 22 2 2
18 9 10 10 12 13 54 2 23 25 27 30
19 9 10 11 12 14 60 24 26 2 3 3
20 9 10 11 13 14 66 26 28 29 32 3

22 10 1 12 14 15 78 30 32 Z L1 40
23 " 12 12 14 16 84 33 35 36 39 43
24 1" 12 13 15 16 90 35 37 38 42 45
26 1" 12 13 15 17 96 37 39 4 44 48
26 12 13 14 15 17 102 39 41 43 46 50
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ANNEXE 3

Formulaire de réponse pour analyse sensorielle olfactive

Sujet n°: Date:
Nom :

Cinq séries de 3 échantillons de jambon cuit vous sont présentées. Pour chaque série, deux d’entre
eux sont identiques et un autre différent.

Série 1 : Sentir attentivement chaque échantillon suivant I'ordre de présentation et indiquer, dans
la case correspondant a la série, I’échantillon qui est différent. Si vous souhaitez faire un
commentaire sur les raisons de votre choix ou sur les caractéristiques des échantillons, vous pouvez
le faire dans la rubrique «Commentaires».

349 235 553 —

Commentaires :

Série 2 : Sentir attentivement chaque échantillon suivant I'ordre de présentation et indiquer, dans
la case correspondant a la série, I’échantillon qui est différent. Si vous souhaitez faire un
commentaire sur les raisons de votre choix ou sur les caractéristiques des échantillons, vous pouvez
le faire dans la rubrique «Commentaires».

149 961 485 —l

Commentaires :

Série 3 : Sentir attentivement chaque échantillon suivant 'ordre de présentation et indiquer, dans
la case correspondant a la série, I’échantillon qui est différent. Si vous souhaitez faire un
commentaire sur les raisons de votre choix ou sur les caractéristiques des échantillons, vous pouvez
le faire dans la rubrique «Commentaires».

332 107 527 —

Commentaires :
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ANNEXE 4

1- Composition en acide gras du jambon cuit (Résultat INOVALYS)

Jambon témoin Jambon pressurisé
% d’acides gras g/kg de jambon % d’acides gras g/kg de jambon
totaux totaux
Acides gras saturés AGS 37,67 £ 0,51 6,87 £ 0,94 37,77 £ 1,03 6,33 + 0,47
Acides gras mono-insaturés AGMI 48,73 £ 1,24 8,76 = 1,44 48,57 £ 1,75 8,03 + 0,91
Acides gras poly-insaturés AGPI 13,6 £ 0,78 2,39 £ 0,23 13,6 £ 0,82 2,21 £ 0,11
Acides gras trans AGTR 0,1 £ 0,00 0,027 £+ 0,00 0,1 £ 0,00 0,02 = 0,00
Acides gras cis AGCI 62,2+ 0,57 11,13 + 1,66 62,07 £ 0,98 10,21 + 0,91
Acides gras omega 3 0,77 £ 0,07 0,14 + 0,01 0,7 = 0,00 0,11 + 0,00
Acides gras omega 6 12,8 + 0,69 2,26 + 0,22 12,9 £ 0,82 2,10 £ 0,10
2- Profil des acides gras du jambon cuit (Résultat INOVALYS)
Témoin HP

% g/kg % g/kg
C10:0 Acide n-caprique 0,10 0,02 0,10 0,02
C12:0 Acide laurique 0,10 0,02 0,10 0,01
C14:.0 Acide myristique 1,27 0,23 1,23 0,21
C16:0 Acide palmitique 23,13 423 23,10 3,89
C16:1 (n-7) cis Acide palmitoléique 3,27 0,59 3,23 0,54
C17:0 Acide margarique 0,20 0,04 0,20 0,03
C18:0 Acide stéarique 12,40 2,24 12,50 2,08
C18:1 (n-9) trans | Acide élaidique 0,10 0,03 0,10 0,02
C18:1 (n-9) cis Acide oléique 40,30 7,24 40,27 6,65
C18:1 (n-7) cis Acide cis -Vaccénique 4,30 0,78 423 0,7
C18:2 (n-6) cis Acide linoléique 9,40 1,67 9,43 1,54
C20:0 Acide arachidique 0,20 0,03 0,20 0,03
C18:3 (n-6) cis Acide gamma-linoléique 0,10 0,02 0,10 0,02
C20:1 (n-9) cis Acide Gadoléique 0,70 0,13 0,70 0,11
C18:3 (n-3) cis Acide alpha-linolénique 0,30 0,05 0,30 0,04
C20:2 (n-6) cis Acide eicosadienoique 0,33 0,06 0,30 0,05
C20:3 (n-6)cis Sgg‘ll;?éiomo'gamma' 0,30 0,05 0,30 0,05
C20:3 (n-3) cis 0,10 0,01 0,10 0,01
C20:4 (n-6) cis Acide arachidonique 2,37 0,41 2,40 0,38
C20:5 (n-3) cis Acide eicosapentaénoique 0,10 0,01 0,10 0,01
C22:4 (n-6) cis Acide Docosatétracnoique 0,33 0,06 0,40 0,06
C22:5 (n-3) cis Acide Docosapentaenoique 0,23 0,04 0,20 0,07
C22:6 (n-3) cis Acide Docosahexaenoique 0,10 0,01 0,10 0,01
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ANALYSES STATISTIQUES SUR LES RESULTATS D’OXYDATION DES LIPIDES

ANNEXE 5

1. Résultats de 'analyse de variance & 3 facteurs pour les teneurs en MDA et TBARS (cf Partie

Résultat IT1.1.1)

Résultat de TANOVA sur la teneur en MDA en fonction de la pression (avec ou sans pression), de
la biopréservation (biopréservé ou non) et du temps de stockage (J+1, J+7, J+14, J+21)

Analyse de variance pour MDA - Somme des carrés de type |11

Source Somme des carrés Ddl |Carré moyen F Probabilité
EFFETS PRINCIPAUX

A:Biopréservation 146,825 1 146,825 426,49 0,0000
B:Traitement HP 239,279 1 239,279 695,04 0,0000
C:Stockage 114,603 3 38,2011 110,96  [0,0000
INTERACTIONS

AB 162,031 1 162,031 470,66  |0,0000
AC 63,5466 3 21,1822 61,53 0,0000
BC 124,33 3 41,4434 120,38  [0,0000
ABC 72,2834 3 24,0945 69,99 0,0000
RESIDU 11,0165 32 ]0,344265

TOTAL (CORRIGE) 933,915 47

Résultat de PANOVA sur la teneur en MDA en fonction de la pression (avec ou sans pression), de la
biopréservation (biopréservé ou non) et du temps de stockage (J+1, J+7, J+14, J+21)

Analyse de variance pour TBARS - Somme des carrés de type 111

Source Somme des carrés Ddl |Carré moyen F Probabilité
EFFETS PRINCIPAUX

A:Biopréservation 207,917 1 207,917 1267,54 0,0000
B:Traitement HP 229,6 1 229,6 1399,73 0,0000
C:Stockage 142,05 3 47,3499 288,66 0,0000
INTERACTIONS

AB 150,663 1 150,663 918,50 0,0000
AC 65,806 3 21,9353 133,73 0,0000
BC 130,127 3 43,3755 264,43 0,0000
ABC 72,1274 3 24,0425 146,57 0,0000
RESIDU 5,249 32 0,164031
TOTAL (CORRIGE) 1003,54 47

2. Résultats de P'analyse de variance pour les teneurs en MDA et TBARS en fonction de

traitement hautes pressions et du stockage (cf Partie Résultat IT1.1.1-b)

Résultat de TANOVA sur la teneur en MDA en fonction du traitement hautes pressions et du

stockage

Analyse de variance pour MDA - Somme des carrés de type 111

Source Somme des carrés Ddl [Carré moyen F Probabilité
EFFETS PRINCIPAUX

A:Traitement HP 3,7525 1 3,7525 94,02 {0,0000
B:Stockage 4,39425 3 1,46475 36,70 {0,0000
INTERACTIONS

AB 3,85115 3 1,28372 32,16 10,0000
RESIDU 0,6386 16 0,0399125

TOTAL (CORRIGE) 12,6365 23
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Analyse de variance pour TBARS - Somme des carrés de type 111

Source Somme des carrés Ddl |Carré moyen F Probabilité
EFFETS PRINCIPAUX

A:Traitement HP 4,1417 1 4,1417 40,96 (0,0000
B:Stockage 8,58991 3 2,8633 28,32 {0,0000
INTERACTIONS

AB 5,04601 3 1,682 16,63 10,0000
RESIDU 1,61793 16 0,101121

TOTAL (CORRIGE) 19,3956 23

1. Résultats de ’analyse de variance pour les teneurs en MDA et TBARS en fonction de la

biopréservation et du stockage (cf Partie Résultat IT1.1.1-¢)

Résultat de PANOVA sur la teneur en MDA en fonction de la biopréservation et du stockage

Analyse de variance pour MDA (i) - Somme des carrés de type 111

Source Somme des carrés Ddl |Carré moyen F Probabilité
EFFETS PRINCIPAUX

A:Biopréservation 0,187267 1 0,187267 2,89 [0,1085
B:Stockage (i) 0,742633 3 0,247544 3,82 10,0307
INTERACTIONS

AB 0,254567 3 0,0848556 1,31 ]0,3057
RESIDU 1,03667 16 10,0647917

TOTAL (CORRIGE) 2,22113 23

Résultat de PFANOVA sur la teneur en TBARS en fonction de la biopréservation et du stockage

Analyse de variance pour TBARS (i) - Somme des carrés de type 111

Source Somme des carrés Ddl [Carré moyen F Probabilité
EFFETS PRINCIPAUX

A:Biopréservation 2,3002 1 2,3002 11,98 10,0032
B:Stockage (i) 2,66935 3 0,889782 4,63 0,0162
INTERACTIONS

AB 0,960746 3 0,320249 1,67 0,2139
RESIDU 3,0728 16 ]0,19205

TOTAL (CORRIGE) 9,0031 23

2. Résultats de ’analyse de variance pour les teneurs en MDA et TBARS en fonction de 1a du

traitement combiné et du stockage (cf Partie Résultat IT1.1.1-d)

Résultat de PFANOVA sur la teneur en MDA en fonction du traitement combiné et du stockage

Analyse de variance pour MDA (ii) - Somme des carrés de type 111

Source Somme des carrés Ddl [Carré moyen F Probabilité
EFFETS PRINCIPAUX

A:Traitement combiné 380,488 1 380,488 646,52 0,0000
B:Stockage (ii) 183,316 3 61,1054 103,83 0,0000
INTERACTIONS

AB 182,417 3 60,8058 103,32 0,0000
RESIDU 9,41627 16 |0,588517

TOTAL (CORRIGE) 755,638 23
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Résultat de FANOVA sur la teneur en TBARS en fonction du traitement combiné et du stockage

Analyse de variance pour TBARS (ii) - Somme des carrés de type 111

Source Somme des carrés Ddl [Carré moyen F Probabilité
EFFETS PRINCIPAUX
A:Traitement combiné 437,248 1 437,248 6723,45 0,0000
B:Stockage (ii) 205,844 3 68,6147 1055,07 0,0000
INTERACTIONS
AB 187,914 3 62,6379 963,17 0,0000
RESIDU 1,04053 16 |0,0650333
TOTAL (CORRIGE) 832,047 23

ANNEXE 6

ANALYSES STATISTIQUES SUR LES RESULTATS D’°OXYDATION DES LIPIDES

Résultats de PANOVA sur la teneur en fer libre en fonction de la pression (avec ou sans pression), de la

biopréservation (biopréservé ou non) et du temps de stockage (J+1, J+7, J+14, J+21)

Analyse de variance pour Teneur en fer libre - Somme des carrés de type 11

Source Somme des carrés Ddl |Carré moyen F Probabilité
EFFETS PRINCIPAUX

A:Biopréservation 0,0450187 1 0,0450187 2,12 0,1547
B:Traitement HP 2,66492 1 2,66492 125,77 0,0000
C:Stockage 3,72827 3 1,24276 58,65 0,0000
INTERACTIONS

AB 0,0336021 1 0,0336021 1,59 0,2170
AC 0,102873 3 0,034291 1,62 0,2045
BC 1,45121 3 0,483735 22,83 0,0000
ABC 0,0843896 3 0,0281299 1,33 0,2826
RESIDU 0,678067 32 ]0,0211896

TOTAL (CORRIGE) 8,78835 47
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ANNEXE 7
1. Tableau des coefficients de corrélation de Pearson montrant la corrélation entre les différents parameétres étudiés
o 0 m 0O [©aeow > s Q0 — 2 g = = o = =
5 T = 5 * % o Bge| I g 3¢ =3 8z S % g 2 S 2 2 S
= 2 = o =] =3 =. =. @) o lo) :g oQ
g oo 2 8 2 g & = g8 o 2o 4 > 2.0 o ] o
5 g s g e |2z | B | Z &8z | Zz | B2 | %
g g | 3 g = £ =g
» (e o O (;_:w
pH
CRE 0,162
Exsudation -0,264 -0,655
a* 0013 | -0,421 0,277
Dureté 0,503 0,084 0,035 | -0,143
Cohésion 0,196 0,050 0,070 0,157 | 0,635
Solubilité des 0,053 0,396 038 | 0223 | -0,333 0,295
protelnes
AH 0,058 0,257 0274 | 0097 | 0327 0,210 0,602
Fer libre 0322 | 0677 | 0555 0,362 0,133 0032 | -0361 | -0499
Composés 0257 | -0,285 0,151 0,255 0443 | 0331 | -0258 | -0,515 0,247
carbonylés
Thiols libres 0084 | 0457 | -0,396 | -0,300 | -0042 | -0,041 0,263 0,185 0425 | 0,024
Thiols accessibles | 0,197 0,585 | -0,483 | -0,332 | 0,118 0,031 0,178 0018 | 0,309 | 0076 0,648
MDA 029 | -0,19 0,144 0,230 0,106 | -0,088 | -0087 | -0578 | 0,634 0,245 0116 | -0,154
TBARS 0,220 0,235 0,195 0,262 0135 | 0114 | -0,104 | 0,599 | 0,644 0300 | -0,150 | -0,176 0,989
Digestibilité 0492 | -0,416 0,304 0,013 0,538 | -0350 | -0469 | -0,422 0,071 0529 | 0199 | 0249 | -0070 | -0014
pepsique
t1/2 pepsique 0,545 0,190 0114 | -0203 | 0,827 0,619 0,419 0,229 0,145 0,447 0,117 0,232 0,116 0,072 -0,716
Digestibilit¢ 0,541 | -0289 | 0,193 0,031 0,55 | 0335 | -0312 | 018 | 0138 | -0,388 | -0238 | -0,399 | -0203 | -0,155 0,807 | -0,742
trypsique
t1/2 trypsique 0,375 0,065 0278 | -0,020 0,315 0,193 0,111 0,521 0211 0394 | -0,021 0191 | -0375 | -0424 | -0152 0,128 0,064

Corrélation forte

Corrélation moyenne

Corrélation faible
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1. Valeur de p-value (Pearson) indiquant la significativité de la corrélation entre les différents parametres étudiés
s |zl ge g || 9|2 3sgl & | 7 |es| 2 |85 |32 |2g |32 89|22
g es Z a 2 3 = = g B o 2 o e > 2.0 2, 2. 0 E,N
o e o 2. 5 B g 52 @ 2 o 4 2 & 2 o g )
= = a =3 E = ! . 173 c £ = =5
9 o, o I} = o = % = = 5 o & £ g g
2 g 5 » a- > 6 g o =5 ° = ®
= » » a » =3 =3
» [¢D O
pH 0
CRE 0,272 0
Exsudation 0,070 < 0,0001 0
a* 0,932 0,003 0,057 0
Dureté 0,000 0,572 0,813 0,333 0
Cohésion 0,183 0,733 0,637 0,287 <0,0001 0
Solubilité des 0,718 0,005 0,008 0,128 0,021 0,042 0
protemes
AH 0,695 0,078 0,060 0,511 0,023 0,151 < 0,0001 0
Fer libre 0,026 <0,0001 | <0,0001 0,011 0,368 0,827 0,012 0,000 0
Composés 0,078 0,050 0,306 0,080 0,002 0,022 0,077 0,000 0,090 0
carbonylés
Thiols libres 0,569 0,001 0,005 0,039 0,775 0,784 0,071 0,208 0,003 0,874 0
Thiols
) 0,179 < 0,0001 0,001 0,021 0,426 0,832 0,227 0,904 0,032 0,608 <0,0001 0
accessibles
MDA 0,045 0,181 0,329 0,115 0,473 0,551 0,558 <0,0001 | <0,0001 0,093 0,432 0,295 0
TBARS 0,133 0,108 0,184 0,073 0,359 0,442 0,482 <0,0001 | <0,0001 0,038 0,308 0,232 < 0,0001 0
—
Digestibilite 0,000 0,003 0,036 0,929 <0,0001 0,015 0,001 0,003 0,630 0,000 0,176 0,087 0,637 0,924 0
pep51que
t1/2 pepsique | < 0,0001 0,195 0,439 0,166 <0,0001 | <0,0001 0,003 0,118 0,325 0,001 0,427 0,112 0,432 0,626 < 0,0001 0
—
gii?;‘i e <0,0001 0,047 0,188 0,834 < 0,0001 0,020 0,031 0215 0,351 0,006 0,103 0,005 0,166 0,294 <0,0001 | <0,0001 0
t1/2 trypsique | 0,009 0,659 0,056 0,893 0,029 0,190 0,452 0,000 0,151 0,006 0,885 0,194 0,009 0,003 0,301 0,385 0,667 0
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Résumé : Le projet BLacHP (ANR-14-CE20-0004)
vise a développer une stratégie pour stabiliser les
produits carnés et diminuer voire supprimer I'utilisation
d’additifs chimiques tels que les nitrites qui sont
utilisés pour prévenir la prolifération bactérienne et
conférer au produit ses propriétés sensorielles. La
stratégie adoptée est la combinaison de deux
traitements barriere : la biopréservation par
Lactococcus lactis et un traitement par hautes
pressions (500 MPa, 20 °C, 5 min). Cette thése a pour
objectif d’évaluer I'impact du traitement combiné sur
les propriétés technologiques, nutritionnelles et
organoleptiques du jambon cuit & teneur réduite en
nitrites (25 ppm). L’effet des deux procédés appliqués
individuellement a également été étudié pour une

meilleure compréhension de [limpact de leur
combinaison. Le traitement combiné a un effet
modéré sur les paramétres technologiques (capacité
de rétention d’eau, exsudation, texture, couleur) du
jambon cuit. L’évaluation des produits d’oxydation
montre que le traitement combiné induit une faible
oxydation des lipides et des protéines au cours d’un
stockage réfrigéré (4 °C, 21 jours). L'utilisation du
traitement combiné augmente la vitesse de digestion
des protéines. Le traitement par hautes pressions
combiné a la biopréservation permet donc de
maintenir la qualité globale du jambon cuit a teneur
réduite en nitrites proche de celle du jambon cuit
traditionnel, tout en assurant sa sécurité sanitaire.

Innovative process for cooked ham stabilization combining high pressure processing and

biopreservation

Keywords:

Abstract: BLacHP project (ANR-14-CE20-0004)
aims to develop a strategy to stabilize meat products
and to reduce or even remove the use of chemical
additives such as nitrites, which are used to prevent
bacterial proliferation and confer the sensory
properties of the product. The strategy adopted is the
combination of two hurdle technology: biopreservation
by Lactococcus lactis and high pressure processing
(500 MPa, 20 ° C, 5 min). The aim of this thesis is to
evaluate the impact of the combined treatment on the
technological, nutritional and organoleptic properties
of cooked ham with reduced nitrite content (25 ppm).
The effect of both treatment individually applied is also
studied for a better understanding of the impact of their
combination. The combined treatment has moderate

high pressure processing, biopreservation, cooked ham, digestibility, protein, lipid.

impact on the technological parameters of the
cooked ham (water retention, exudation, texture,
color). Evaluation of oxidation products shows that
the combined treatment induces low oxidation of
lipids and proteins during refrigerated storage.
Moreover, the use of the combined treatment
increases the protein digestion rate. Then,
biopreservation combined with high pressure
processing makes it possible to maintain the quality
of cooked ham with a reduced nitrite content close to
that of traditional cooked ham, while ensuring its
sanitary safety.



