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Abréviations

A3C : Association des Cuiseurs de Crevettes etrdst@cées

ABVT : Azote Basique Volatil Total

ATP : Adénosine Triphosphate

DLC : Date Limite de Consommation

DO : Densité Optique

EFSA : European Food Safety Agency (Agence eurapeda sécurité des aliments)
GRAS : Generally Recognized as Safe

HACCP : Hazard Analysis Critical Control Point (Ayse des dangers, maitrise des
points critiques)

HPLC : High Performance Liquid Chromatography (chatographie liquide haute
performance)

IQ : Indice de Qualité

LAB : Lactic Acid Bacteria (bactéries lactiques)

LC-HRMS : Liquid Chromatography-High Resolution M&Spectrometry
(Chromatographie liquide couplée a la spectromégienasse haute résolution)
MSMA : Model Shrimp Medium A (milieu modele crevetd)

OTMA : Oxyde de Triméthylamine

QPS : Qualified Presumption of Safety (qualité éleusité présumee)

RMSE : Root Mean Square Error

SDS-PAGE : Sodium Dodecyl Sulfate Polyacrylamidé E3ectrophoresis
(électrophorese en gel de polyacrylamide dodédfatsude sodium)

SSO : Specific Spoilage Organism (organisme daiieén spécifique)

TMA : Triméthylamine

TTGE : Temporal Temperature Gel ElectrophoresisdEbphorése en gradient de
température)

UFC : Unité Formant Colonies



Abréviation des noms de bactéries ou d’organismes

B. thermosphacta : Brochothrix thermosphacta
C. botulinum : Clostridium botulinum

C. divergens : Carnobacterium divergens

C. maltaromaticum : Carnobacterium maltaromaticum
L. monocytogenes : Listeria monocytogenes

L. piscium : Lactococcus piscium

P. phosphoreum : Photobacterium phosphoreum
P. vannamei : Penaeus vannamel

S putrefasciens : Shewanella putrefasciens

S. liquefasciens : Serratia liquefasciens

V. parahaemolyticus : Vibrio parahaemolyticus



Valorisation de la these

Publications dans des revues internationales atéatmilecture :

1. Fall, P.A., Leroi, F., Cardinal, M., Chevalier, F. and RilkLF. (2010). Inhibition of
Brochotrix thermosphacta and sensory improvement of tropical peeled coateanp
by Lactococcus piscium CNCM [-4031.Lettersin Applied Microbiology 50, 357-361.

2. Fall, P.A., Leroi, F., Chevalier, F., Guérin, C. and PiMtF. (2010). Protective effect
of a non-bacteriocinogenlaactococcus piscium strain againstisteria monocytogenes
in sterilised tropical cooked peeled shrimfpurnal of Aguatic Food Product
Technology 19, 84-92.

3. Fall, P.A., Pilet, M.F., Leduc, F., Cardinal, M., DuloG., Guérin, C., Joffraud, J.J.
and Leroi, F. (2011). Sensory and physicochemicalution of tropical cooked
peeled shrimp inoculated . thermosphacta and Lactococcus piscium CNCM |-
4031 during storage at 8°Chternational journal of Food Microbioloy: in press

4. Leroi, F., Fall, P.A., Pilet, M.F., Chevalier, F., and Bardt, (2011). Influence of
temperature, pH and NaCl concentration on maximalvth rate ofBrochothrix
thermosphacta and a bioprotective bactediactococcus piscium CNCM [-4031.Food
Control: soumise

Communications orales:

Fall, P.A., Leroi, F., Matamoros, S., Prévost, H., Pilet, MLactococcus sp. EU2241, an
atypical strain for biopreservation of seafood p@id? Trans Atlantic Fisheries Technology
(TAFT, 15-18 Sept 2009, Copenhague, Danemark).

Fall, P.A., Leroi, F., Cardinal, M., Chevalier, F. and PRil®&.F. Spoilage prevention of
cooked peeled shrimp Hyactococcus piscium CNCM 1-4031. Food Micro 2010 (30 Aolt-3
Sept 2010, Copenhague, Danemark).

Fall, P.A., Leroi, F., Matamoros, S., Chevaliér, Pilet, M.F. Inhibition deBrochothrix
thermosphacta et amélioration des la qualité organoleptique @ eattes décortiquées cuites
par Lactococcus piscium CNCM 1-4031. Société Francaise de Microbiologiet(2uin 2010,
Marseille, France)



Communications affichées:

Fall, P.A., Leroi, F., Zagorec, M., Guérin C., Champomier, Rilet, M, F.
Improving the quality of cooked and peeled shrimfhw.actococcus sp. EU2241: an
Explanation. Colloque EFFOST, 2009, Budapest.

Fall, P.A., Leroi, F., Matamoros, S., Rossero, A., Pilet-M.
Lactococcus sp. EU2241, un lactocoque atypique a activité foitgetrice. Colloque CBL,
2009, Toulouse.

Fall, P.A., Leroi, F., Chevalier, F., Pilet, M.F.
Inhibition of Listeria monocytogenes by Lactococcus sp. EU2241 in tropical shrimp.
Colloque ISOPOL, 2010, Porto.



3 TAFT Conference, 15-18 September 2009, CopenhBgemark
To be sent to jej@aqua.dtu.diy the latest 1 May 2009 — please indicate thesiggsit is to be presented at

Lactococcussp. EU2241, an atypical strain for biopreservation of seafood
products?
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press.

Biopreservation is an alternative technology foesarvation of food, which consists in inoculatingraduct
with selected bacteria that eliminate or prevemwgh of undesirable microorganisms without changing
sensory and nutritional properties. Previouslytrairs of Lactococcussp. had been isolated from raw salm
and showectapacities to enhance the sensory shelf-life ofirally contaminated cooked/peeled shrimps 4

cold-smoked salmarThis year, it was shown that the inhibitory spectrof Lactococcusp. EU2241 was wide
19 out of 25 pathogens and spoiling bacteria beihipited, using a Petri dish double layer methath lliker
agar. No production of bacteriocin was recordedekvthe experiments were repeated on shrimp juiae, ag
inhibition was observed, showing that the mechanidimaction depended on the matrix. The inhibiti
capacities were then tested in shrimp artificialgntaminated with selected bacteria. Six batchesooked
shrimps were prepared. 1: sterility control; 2:dnlation withLactococcussp. EU2241 (1DCFU/g); 3:Listeria
monocytogene€l0* CFU/g); 4:Brochothrix thermosphactél0® CFU/g); 5: co-inoculation ofactococcusand
Lm; 6:co-inoculation of actococcuandBt. Shrimps were stored at 8°C for 21 days under fisolatmosphere
(CG,IN, 50-50). An immediate inhibition of target bactergaching more than 4 logs at the end of the s#of
was observed in co-inoculated batches. Sensorysisalith a panel of eleven trained judges confurtieatBt,
frequently isolated from cooked shrimp, was a $pgilmicroorganism. In co-culture withactococcussp.
EU2241, samples were not spoiled till 21 days, #mal strain alone was not detected by the panell
confirming the interest of this bacterium for ampligation in biopreservation of seafood produdttowever, the
mechanism of action is not elucidated but a cheligickefined liquid medium is currently developed dtudy
the inhibition mechanisms.

Identification using total sequencing of 16S rDN#owed 99% of homology with the type strainLafctococcus
pisciumDSM6634. DNA-DNA hydridization performed by twablaratories showed 52% and 68% of similar
between_actococcusp. EU2241 and the type strain. AFLP analysisicmefd thatLactococcusp. EU2241 is
closed toLactococcus pisciurhut may constitute a new species. Its atypicalvjtdemperature profile (growth
at 0°C and death at temperature higher than 308@3titute an advantage for a biopreservation afgefated
food products.
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Title: Spoilage Prevention of Cooked Peeled Shrimp By Lactococcus piscium CNCM 1-4031

Abstract: Food micro 2010

Biopreservation a natural technology to prevent growth of unwanted bacteria in ready to
eat food by using lactic acid bacteria is the predilection field for our laboratory that
possess a collection of microorganisms useful for this technology. Among these, a strain,
Lactococcus piscium CNCM 1-4031 had been isolated from raw steak salmon and showed
capacities to enhance the sensory shelf-life of naturally contaminated cooked/peeled
shrimp and cold-smoked salmon without bacteriocin production.

The aim of this present survey was to bring to light factors capable of explaining the
bioprotective effect of L. piscium CNCM [-4031. The inhibition capacities of this strain were
tested in sterile cooked/peeled shrimp artificially contaminated with Brochothrix
thermosphacta (Bt), the main spoilage bacterial specie in such products evidenced in
some studies. Four batches of ionized cooked peeled shrimE) were prepared in triplicate.
1: sterility control; 2: inoculation with L. piscium (106 CFU g7); 3: inoculation with Bt (103
CFU g'l); 4: co-inoculation with L. piscium and Bt. Shrimp were packed under modified
atmosphere (CO,/N, 50-50) and stored at 8C for 31 days. At regular interval, chemical
(lactic and acetic acids, O-TMA, TMA, volatile compounds), microbial, pH and sensory
analyses were performed. Microbial monitoring indicated that L. piscium CNCM I[-4031
and Bt are well adapted in shrimp matrix reaching their maximum cell number (109 CFU g
1. In co-inoculated batch, growth of Bt was reduced by 3.3 log at 10 days till the end of
storage by L. piscium. The pH decrease after 7 days (6.5 to 5.9) correlated with lactic acid
produced by L. piscium (26 mM) did not totally explain these results as their variation is
limited. To explain this inhibition, a chemical defined liquid medium similar to shrimp
composition was settle and a competition for a specific nutrients is currently tested.
Sensory analysis with a panel of eleven trained judges confirmed that Bt, frequently
isolated from cooked shrimp, was a spoiling microorganism (at 10 days) associated with
an emission of strong butter caramel off-odour. Among all the volatile compounds
detected by SPME/GC/MS, 2,3 butanedione was presumed responsible of this off-odour.
In co-culture with L. piscium, samples were not spoiled till 31 days, and the strain alone
was not detected by the panellists, confirming the interest of this bacterium for
Biopreservation. afood.products.
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INHIBITION DE BROCHOTHRIX THERMOSPHACTA ET AMELIORATION DE LA QUALITE ORGANOLEPTIQUE
DE CREVETTES DECORTIQUEES CUITES PARCTOCOCCUSPISCIUM CNCM 1-403

Papa Abdoulaye Falf, Francoise Lerdj Sébastien Matamordg, Frédérique Chevalibet Marie-France Pilét

! aboratoire Science et Technologie de la Biomassengldfremer, BP 21105, Rue de Ile d'Yeu 44311 NanCedex 03

2UMR-INRA 1014 SECALIM ONIRIS Site de la Géraudiére BE285, 44322 Nantes Cedex 03

La biopréservation, technologie de barriére utilisdes microorganismes (bactéries lactiques) capalblinhiber le
développement des flores indésirables dans lesujisodlimentaires, est une méthode alternative udili$ation de
conservateurs chimiques. Assez étudiée pour desitéstcontre les pathogénes, cette technologiée reacore peu
développée pour lutter contre des germes d’altérat les applications dans les denrées non fedasmbmme les produits
de la mer sont limitées. Pour lutter contre la dlat’altération des crevettes cuites décortiquéeditionnées sous
atmosphére modifiée, une collection de bactériesiaes a caractere anti-microbien isolées de ptodharins a été mise en
place au niveau de notre institut. Parmi cellesiocg souche dieactococcus, a permis de retarder, I'altération sensorielle de
crevettes cuites décortiquées et de saumon furnéetiament contaminés, conditionnés sous vide (Matas et al., 2009)
sans gu'aucune corrélation n'ait été trouvée etese flores énumérées et I'amélioration de la géatlies produits.
L'utilisation de tests phénotypiques et le séqugagezomplet du géne codant pour I' ARNr 16S ont perdaffilier cette
souche a I'especgiscium. Elle a été déposée dans la collection nationalentroorganismes de I'Institut Pasteur (Paris,
France) sous la référence CNCM 1-4031.

Le but de cette étude est de déterminer si le petebioprotecteur de.actococcus piscium CNCM [-4031 est lié a
I'inhibition d'une flore d’altération spécifique. @e souche a donc été testée sur des crevettes aétortiquées stériles
sous atmospheéere modifiée en présenc8raehothrix thermosphacta, bactérie dont le réle dans l'altération des crest
été récemment démontré par certaines études.

Des crevettes tropicales cru@enaeus vannamei) congelées en provenance de Colombie ont été utlisier réaliser les
Challenge tests. Aprés cuisson et congélation aG-8flfes ont été traitées par ionisation a 3.75 UGNISIS Pouzaugues,
France). Les crevettes ont ensuite été ensemerméms les cultures déactococcus piscium CNCM 1-4031 etB.
thermosphacta, a 16 et 1¢ UFC g' respectivement, mises sous atmosphére modifi@éNs&0%CQ) et stockées & 8°C
pendant 31 jours. Quatre types de lots en triplicatété réalisés: 1-lot de témoin stérile, 2-ifmtculé parLactococcus
piscium CNCM 1-4031, 3- lot inoculé paB. thermosphacta, 4- lot co-inoculé pakactococcus piscium CNCM 1-4031 etB.
thermosphacta. Des analyses microbiologiques et biochimiquesiagu’un suivi sensoriel par un jury entrainé d’'une
douzaine de personnes ont été réalisés a intesvaligiliers pendant la durée de conservation.

Les résultats ont montré une bonne implantationadsouche bioprotectrice (10UFC ¢%) au bout de 4 jours, sans
modification sensorielle du produiB. thermosphacta s’adapte aussi bien sur le produit en atteignamh&éme densité de
population qued_actococcus piscium CNCM 1-4031, aprées seulement 14 jours de conservadar ailleursB. thermosphacta
s'est révélé étre un germe tres altérant. Apre®ik, le lot inoculé paB. thermosphacta a été déclaré altéré avec une forte
odeur de beurre caramel liée a la production dé@t&nedione (diacétyle). En présence.detococcus piscium CNCM |-
4031 son développement a été limité (4 log UFG@g moins qu’en culture pure) et aucune dégradatiganoleptique n'a
été constatée pendant les 31 jours de consenddios ce lot, permettant ainsi une extension deiéedde conservation de
plus de 3 semaines. Malgré une baisse de pH d&B.%en 7 jours dans le lot 2 et le lot 4, audlifférence notoire n'a été
décelée par le jury d'analyse sensorielle entrelots inoculés patactococcus piscium CNCM 1-4031 et le témoin.
L’ensemble de ces résultats montre I'efficacitéLdetococcus piscium CNCM 1-4031 pour lutter contrB. thermosphacta
dans la matrice crevettéactococcus piscium CNCM 1-4031 pourrait étre une bonne candidate poutetdnologie de
biopréservation, notamment dans les produit®otlnermosphacta est I'altérant majeur comme d’autres produits alenker
ou certains produits carnés.

L’action inhibitrice deLactococcus piscium CNCM [-4031 n’est pas liée a une production de bewxtiére ni de peroxyde
d’hydrogene ; par ailleurs, compte-tenu de la @alidisse du pH I'implication des acides organiqueesuffit pas a expliquer
l'inhibition. L’hypothése d’'une compétition nutdtinelle ou d’'une combinaison de facteurs inhibgesera testée afin
d’élucider les mécanismes d’action impliqués d&nbition de B. thermosphacta.

1. Matamoros, S., Leroi, F., Cardinal, M., Gigo#&t, Chadli, F.K., Cornet, J., Prevost, H., and PiMdtF. (2009)
Psychrotrophic lactic acid bacteria used to imprthe safety and quality of vacuum-packaged cooketipeeled tropical
shrimp and cold-smoked salmaht-ood Prot 72, 365-374.
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INTRODUCTION

Biopreservation, a new approach consisting to prevent growth of unwanted microorganisms in food by using endogenous or
added microorganisms, generally lactic acid bacteria, is more and more investigated for its natural principle. A strain of
Lactococcus sp. close to L. piscium had been isolated from raw salmon and showed capacities to enhance the sensory shelf-

life of naturally contaminated cooked/peeled shrimp and cold-smoked salmon. No correlation was found between microbial
counts and sensory quality.

Brochothrix thermosphacta (Bt), a spoilage organism in meat product, was
evidenced in many studies as the main spoilage bacterial specie in tropical
shrimp. In the present study and in order to explain the previous results, the
inhibition capacities of Lactococcus sp. EU2241 were tested in cooked/peeled
shrimp artificially contaminated with Bt under modified atmosphere (MA)

Penaeus vannamei

Inoculation

Cooked at 100<C, 2.5 min Cooled at 4C

0 MAP (50% N, — 50% CO,)
in salted water 3% lonized (3.75 kGy) OV G ) ’

Stored 8C, 38 days

1- Sterility control
2- Lactococcus sp. EU2241 10% CFU gt
3- B.thermosphacta 103 CFU g*

4- Bt 103CFU g1 + EU2241 105 CFU gt

Microbial counts

Acid production Twice a week
pH monitoring

Sensory analysis (12 trained judges,
1 - When inoculated alone EU2241 and Bt grew very well in shrimp reaching
10°CFU gtin 3 days and 10 days respectively.

2 - In co-inoculated batch Bt was inhibited by EU2241 by 3.5 log after 10 days
of storage at 8C.

9
3 - In batch inoculated with Bt alone, the product was spoiled after 10 days of a
storage, with strong butter/caramel off-odours. .
o
4 - In co-inoculated batch the product was not spoiled and the shelf life was g 6 r 1 [
extended more than 3 weeks. E : T :
5 - Sensory analysis indicated that EU2241 alone did not spoil the product ‘

within 38 days. 3

2 T T T T T T T T T d
6 - No acid acetic was produced. 2452 ppm of lactic acid and a pH decrease t 4 7 10 13 16 19 2 25 28 3
from 6.61 to 5.96 was recorded in co-inoculated batch. Time (days)

\-‘—B thermosphacta ==Lactococcus sp. in co-inoculation =+=B. thermosphacta in co-inoculanon\

7 - The use of predictive model of Bt growth according to different
environmental factors shows that lactic acid and pH decrease did not totally

TR 02 il shier, Growth of Lactococcus sp. EU2241 an&.thermosphacta in cooked

eeled shrimp packed under MA at 8°c
8 - Bt inhibition was not due to bacteriocin production. P PP

9 - Others mechanisms such as competition for specifics nutrients may also
contributed to the inhibition. CONCLUSION & PERSPECTIVES

This study demonstrated that Lactococcus sp. EU2241 is useful for biopreservation of seafood products by inhibiting spoilage
microorganisms i.e Bt. More knowledge about inhibition mechanisms are necessary to improve the antimicrobial activity of EU2241. To

elucidate the inhibition mechanisms, co-culture experiments will be performed in diffusion chamber growth system with a membrane
filter in chemical defined medium simulating shrimp composition.



INHIBITION OF LISTERIA MONOCYTOGENES BY LACTOCOCCUS
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INTRODUCTION Papa.Abdoulaye.Fall@ifremer.fr

Biopreservation, a new approach consisting to prevent growth of unwanted microorganisms in food by using endogenous or
added microorganisms, generally lactic acid bacteria, is more and more investigated for its natural principle as alternative of
chemical preservatives. A strain, Lactococcus piscium CNCM I1-4031 had been isolated in previous work from raw salmon
steaks and showed capacities to enhance the sensory shelf-life of naturally contaminated cooked/peeled shrimp and cold-
smoked salmon.

Listeria monocytogenes is a food borne pathogens generally associated with
ready to eat food products, thereby constituting a safety risk for consumers when
hygienic practices are not respected. In the present study, the protective effect of
Lactococcus piscium CNCM [-4031 was tested in cooked/peeled shrimp artificially
contaminated with Lm and packed under modified atmosphere (MAP).

MATERIALS & METHODS

Tropical shrimp
(Penaeus vannamei)

Inoculation =@[
e P
Cooked at 100C, 2.5 min Cooled at -20C . ) MAP (50% N, — 50% CO,)
in 3% salted water lonized (3.75 kGy) 10% viw, 4 batches Stored 8C, 31 days

1- Sterility control
2- Lactococcus piscium 107 CFU gt
3- L.monocytogenes 104 CFU gt

4- Lm 104 CFU g1 + L.piscium 107 CFU g

Microbial counts
Acid production Twice a week
pH monitoring

Sensory analysis (12 trained judges,

RESULTS

1 - When inoculated alone CNCM 1-4031 and Lm grew very well in shrimp
reaching 10° CFU g-in 4 days and 14 days respectively (Fig.1)

=
L=
)

2 - In co-inoculated batch Lm was inhibited by CNCM 1-4031 by 3.5 to 4
log from the 7th day till the end of the storage period at 8C.

o

3 - A pH decrease from 6.5 to 5.9 and production of 26 mM of lactic acid were
observed in the co-inoculated batch. Acid acetic was not produced.

Log (CFU g%

N W B O OO -1 ® ©
1 e A

4 - The use of predictive model (SSSP v.3.1, http://sssp.dtuagua.dk), of Lm
growth according to different shrimp characteristics shows that this lactic
acid concentration and the pH decrease did not totally explain the
inhibition .

7 10 18 16 18 22 25 28 31
Time (days)

[
S

5-Lm inhibition was not due to bacteriocin production.

‘-’- L. monocytogenes®= L piscium CNCM 1-4031 in ot L. monocytogenes in co-inoculatit

6 - Others mechanisms such as competition for specifics nutrients may also
contribute to the inhibition. Fig.1: Growth of Lactococcus CNCM 1-4031 and..monocytogenes in cooked
peeled shrimp under MAP at 8°c

CONCLUSION & PERSPECTIVES

This study demonstrated that Lactococcus piscium CNCM 1-4031 would be useful for ensuring the safety of seafood products by
inhibiting the food borne pathogenes Lm. More knowledge about inhibition mechanisms are necessary to improve the antimicrobial
activity of CNCM 1-4031. The hypothesis of nutrients competition is being tested in chemical defined liquid medium close to shrimp
composition by co-cultures and sequential cultures.
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Lactococcus sp. EU2241, un lactocoque
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La biopréservation, technologie de barriere utilisant des microorganismes (bactéries lactiques) capables d'inhiber les flores
indésirables dans les aliments est une méthode alternative a I'utilisation de conservateurs chimiques. Assez étudiée pour des
activités contre les pathogénes, cette technologie reste encore peu développée pour lutter contre des germes d'altération, et les
applications dans les denrées non fermentées comme les produits de la mer sont limitées.

A partir d’'une collection de 52 bactéries lactiques isolées de produits marins pour leurs capacités anti-microbiennes, un groupe de 18
souches inhibant des bactéries d'altération de produits de la mer comme Brochothrix thermosphacta, Photobacterium phosphoreum,
Serratia liquefaciens a été mis en évidence. Par des analyses du profil des régions intergéniques 16S-23S, PCR-RFLP et des tests
phénotypiques, ces souches ont été identifiées comme des Lactococcus spp. et 14 profils ont été mis en évidence par
électrophorése en champ pulsé.

La présente étude se propose de procéder a I'identification précise d’'un de ces isolats, Lactococcus sp. EU2241 et de tester son
efficacité en biopréservation.

CARACTERISATION DE Lactococcus sp. EU2241

Analyses 07
ARNr 16S idati
s | o | e | =
Souche os 4 &
o / \\
99% similarité 40% de 02 P \
Lactococcus sp. EU2241 L.piscium™ | 519% L.piscium™ | similarité L. " D 1
pisciumT 0 5 10 15 20 25 Va0 35
Temperature (T)

La séquence du gene codant pour I'ARNr 16S de la souche EU2241 a permis de l'identifier comme appartenant a I'espéce
piscium. Cependant le profil de croissance en fonction de la température (fig. 1) qui montre un optimum a 26<C et une absence
de croissance a 30T, et les résultats d’hybridation ADN-ADN et d’AFLP (tab.1) montrent que cette souche est un Lactococcus
atypique proche de I'espéce piscium.

APPLICATION A LA BIOPRESERVATION

5 types de cultures ont été testés: Lactococcus sp. EU2241 seule; B.thermosphacta seule; L.monocytogenes seule; Lactococcus +Bt;
Lactococcus sp. EU2241+Lm

p
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CONCLUSION

Lactococcus sp. EU2241 semble étre une souche proche de I'espéce piscium selon les résultats des analyses génétiques. Elle
présente un profil de croissance et d'inhibition de bactéries d’altération et pathogenes faisant d’elle une bonne candidate pour des
applications en biopréservation.
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INTRODUCTION

La crevette est I'un des produits de la mer les pbmmercialisés dans le monde. En France,
la demande globale pour les crevettes cuites,cpdiiement les crevettes tropicales est en
croissance continue. Cependant, ce produit est #@ssible d'un point de vue
microbiologique, du fait de ses caractéristiquegspo-chimiques : pH neutre, salinité faible,
présence de composés azotés de faible poids maiec(leyasekaragt al, 2006), facilitant

le développement de micro-organismes d’origine gade ou provenant de recontaminations
au cours du procédé de fabrication. Certains darges-organismes sont responsables de
I'altération sensorielle des produits (Chinivasagaimal, 1998). Par ailleurs, des germes
pathogénes naturellement présents dans I'enviroenteau issus d’'une contamination croisée
peuvent s'implanter dans le produit et ainsi pales problémes sanitaires graves (Gaal
al., 2005; Gudmundsdoéttat al, 2006b).

Le développement de cette flore indésirable esirdét par Il'utilisation de techniques
classiques telles que la conservation a basse tatap® le salage ou la modification de
'atmosphére dans les emballages. Cependant, idatibn d’additifs conservateurs,
essentiellement des acides organiques, est songeessaire pour protéger les produits et
augmenter les dates limites de consommation (DL&)demande croissante de la part des
consommateurs pour des produits contenant moinsodservateurs et des méthodes plus
« naturelles » de préservation, incite les indelstria explorer d’autres possibilités de
conservation. Parmi les technologies alternativesl’uéilisation de ces additifs, la
biopréservation, qui consiste a ajouter des flatesbiopréservation destinées a limiter le
développement des flores indésirables est uneiaolde plus en plus étudiée. Les micro-
organismes utilisés, appartenant pour la plupartgenupe des bactéries lactiques, sont
sélectionnés sur des criteres physiologiques etboétiues singuliers, et sont capables
d’'inhiber la croissance des flores indésirables lpabiais de la production de peptides
inhibiteurs, d’autres métabolites ou par des phé&rms de compétition. Dans les produits de
la mer, la technologie de biopréservation a surtétdé étudiée pour maitriser le
développement de bactéries pathogenes telled igtexia monocytogenedans les produits
sensibles comme le poisson salé fumé a froid. Ipgdications de la biopréservation pour
limiter le développement des flores d’altérationtsalus restreintes mais se sont développées
également ces derniéres années (Pildteebi, 2011). Dans une étude récente menée pour
élargir les applications de cette technologie deridra a la maitrise de [I'altération,
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(Matamoros et al, 2009b) ont isolé une souche de bactérie lactipagchrotrophe,
Lactococcus pisciuf@NCM [-4031, qui présente une aptitude a inhibem@lieu modéle un
certain nombre de bactéries pathogenes et altérpndsentes dans les produits de la mer. Par
ailleurs cette souche a montré des capacités r@eeticaltération sensorielle de saumon fumé
et de crevettes cuites naturellement contaminés, galil ait été possible de faire le lien avec
linhibition spécifique de micro-organismes clasgment utilisés comme indicateurs
d’altération(Matamoroset al, 2009a). Les études préliminaires concernané sttiche ont
montré que linhibition n'est pas liee a une prdttut de bactériocine contrairement a la
plupart des bactéries bioprotectrices actuellendégctites. Dans un contexte réglementaire
encore imprécis pour l'utilisation de souches detdrées lactiques comme agents de
bioprotection, il s’avére nécessaire d’accumulemaximum de connaissances scientifiques
sur le comportement de cette souche et ses prépragitibactériennes. Ainsi les travaux qui

ont été réalisés dans ce projet s'articulent aueurois axes principaux :

= Dans une premiere partie, nous avons souhaitéitlargonnaissance du spectre
d’activité de la souche protectrite pisciumCNCM [-4031 notamment contre des
bactéries caractéristiques de la flore d’altératienla crevette qui n’avaient pas été
testées dans les travaux précédents. Le caractkéeana de Brochothrix
thermosphactaur la crevette ayant réecemment été montré, tacteon de la souche
protectrice avec cette espece a été étudiée da fdgs approfondie afin d’établir un
lien avec 'amélioration sensorielle précédemmdasicovée.

= Dans une deuxieme partie, dans le but d’optimisgtecinteraction, nous avons
modélisé I'effet de différents parameétres physibhoriques (température, pH, taux de
NacCl) sur la croissance de la south@isciumCNCM 1-4031 et déB. thermosphacta.
Dans un premier temps, les valeurs cardinales plague parametre étudié ont été
déterminées en milieu de culture puis validées atrioe crevette pour chacune des
souches. Dans un deuxieme temps, l'influence desnpdres physico-chimiques et
du niveau d’inoculation dé&. pisciumsur linteraction entre les deux bactéries a été
étudiée en matrice crevette par 'approche dessmapéerimentaux.

= Enfin, dans une troisieme partie, nous avons tdi@écider les mécanismes d’action
pouvant expliquer linhibition de bactéries pardauche bioprotectricé. piscium
CNCM [-4031. Cette étude a été ciblée sur lintBosc entre L. pisciumet L.

2
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monocytogenesAprés avoir confirmé ['inhibition en matrice cretest un milieu
chimiguement défini a été mis au point pour repnadette inhibition et tester
certaines hypothéses de compétition nutritionnelle.
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1. Lafiliere crevette

1.1 Généralités

Avec une demande de plus en plus croissante dananieées 70, le développement de
I'élevage des crevettes tropicales dans le Sud\&atique et en Amérique latine a permis de
maniére spectaculaire de compléter les besoinsatoh®. Il existe trois grands groupes de
crevettes suivant leur origine : les especes dfeade (nordiques), les especes d’eau douce
(lacs et riviere) et les especes d’eaux chaudegi¢ales). Seules les crevettes appartenant a la
famille des penaéidés (tropicales), et I'especauwd@oucavlacrobrachium rosenborgufont

I'objet d’élevage.

1.2 Données économiques

La production mondiale de crevette d’élevage epéehe s'éléve a quelques 6 millions de
tonnes de produits dont environ 60% font I'objetaliianges internationaux. La répartition est
estimée a 3,4 millions de tonnes provenant de oapti 2,6 millions de tonnes issus de
I'élevage. Stimulé par une demande croissante &X,du Japon et en Europe occidentale,
le marché de la crevette représente actuellemestda 14 milliard de dollars US pour plus
de 3,6 millions de tonnes de produits échandésp:(/www.globefish.org consulté le

06/05/11). Représentant 15% de la valeur totalepdasuits de la mer soumis au commerce
international, la crevette devient en termes delycbon de valeur le produit de la mer le plus
commercialisé sur le marché international.

Le marché européen est le plus important en tedeegolume d’importation avec 356 000
tonnes de produits importés en 2008. Les princippays européens qui absorbent cette
demande sont 'Espagne, la France et le RoyaumeNaigre la crise économique mondiale
de 2009, les importations de crevettes sont restiaddes durant cette période a I'exception
du marché espagnol qui a vu ses importations baisse

En France, la crevette occupe le deuxieme postepdiitation de produit de la mer en termes
de valeur avec 525 millions d’euros dépensés er9,200rriere le saumon (689 millions

d’euros) http://www.franceagrimer.fr/Projet-02/08publicatsimdex89.htm#08pech-resto

tab_synt09 consulté le 06/05/11). Durant ces derniéres anii2@05-2008), les volumes
d’'importation de crevette sont restés stables atpcis entre 101 000 et 108 000 tonnes

(figure 1)
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Figure 1 : Importations francaises de crevettesreerf004-2008 selon Globefish

(http://www.globefish.orgconsulté le 06/05/11).

Une bonne majorité de ces importations sont sousdarue congelée et I'espece tropicale
est la plus représentée. Les importations se iépant en 80% de crevettes tropicales crues
congelés, 15% de crevettes prétes a consommee (@oigine) et 3% de crevettes cuites sous
forme réfrigérée (toute origine) (tableau 1)

Les principaux pays fournisseurs de la France depd05 sont respectivement I'Equateur,

I'Inde, Madagascar, le Brésil, et la Colombie.
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Tableau 1. Volumes d'importation et d’exportatiom crevettes en France en 2008 (France
Agrimer, 2008).

Origine Produit Importation (Tonnes) Exportation (Tonnes)
Congelé 218 3
Crevette grise Frais, réfrigéré ou cuit 2221 177
Autres présentation 23 2.9
] Congelé 2408 469
Crevette nordique
(Pandalidaé i
Non congelé 310 688
) Congelé 87101 9104
Crevette tropicale
(Penaeup i
Non congelé 426 119
Divers crevettes Conserve 12638 2277

1.3 Technologie de transformation

La transformation des crevettes en France est teddEment de la cuisson et du
conditionnement. Cette activité regroupe une vingtad'entreprises dont certaines sont
regroupées sous l'association de cuiseurs de teswettcrustacés (A3C).

Dans l'industrie francaise de transformation desvettes, les produits sont généralement
préparés suivant le diagramme présenté figure 2e@der constitue un socle commun, mais
suivant les particularités de chaque industriel dagantes de ce modeéle existent. Les
crevettes nordiques sont uniguement péchées putissculécortiquées et congelées. En
alternative a la congélation les crevettes peu@aet saumurées, égouttées et conditionnées
sous atmospheére protectrice. Dans ce qui suit nedisaiterons que de la crevette tropicale.

La matiére premiere est réceptionnée généralemaatmngelée entiere ou décortiquée et

etétée. Les crevettes sont réceptionnées, puisrars@anier dans les bacs de décongélation
6
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avec un traitement éventuel aux métabisulfites diiwiter le noircissement (meélanose). Elles
sont ensuite cuites entre 70 et 75°C a coeur perdarh minutes, dans de I'eau salée pour
atteindre en général 1 a 2% de sel dans le prodest.crevettes sont par la suite refroidies
dans un bain de saumure. Une partie des crevedtegeadue sur glace, mais elles sont
souvent transportées chez les revendeurs sous taresprotectrice contenant 50% £&
50% N, et distribuées sous cette forme au rayon frais gtaades surfaces. Toute cette
gamme de produits nouveaux, pratiques, a DLC allenque sont les crevettes cuites
décortiquées emballées sous atmosphere proteswizgsent souvent des traitements par
trempage dans des bains de conservateurs ou pae€ripation directe avant le
conditionnement sous atmosphere. Ces conservaentatilisés pour prolonger la durée de
conservation des crevettes en luttant contre tesedlimpliquées dans I'altération. Les acides
sorbique, benzoique et citrique ou plus souventslesels (benzoate de sodium, sorbate de
potassium), sont les plus utilisés sur les cresetigites décortiquées. Ces produits sont
indiqués sur les étiquettes sous la mention «idsldit acide benzoique (E210), sorbate
(E200), acide citrique (E330). Pour des raisonstaiags I'utilisation de ces molécules est
limitée a 2 g/kg de produit au total pour les ctsge a I' exception de la crevette grise

(http://www.codexalimentarius.natonsulté le 06/05/11).

Le sulfite est aussi utilisé comme conservateusdarrevette cuite décortiquée a hauteur de

150 mg/kg fittp://www.codexalimentarius.netonsultés le 06/05/11). L'ajout de colorants

aprés cuisson des crevettes décortiquées est atiguer rare mais utilisée par certains
industriels. Deux sortes de colorants sont utili$és colorants naturels ou les chimiques.
Bien que trés colteux les colorants naturels péemete reproduire le plus fidélement
possible la couleur originelle de la crevette aveusson. Les colorants naturels les plus
utilisés sont des caroténoides tels queB-taroténe (E160a), I'apocarotenol (E160e) et le

rouge de betterave (E162).
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Figure 2 : Diagramme général du procédé de cuidssrtrevettes selon 'A3C
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2. Le produit crevette tropicale

2.1 Caractéristiques physico-chimiques et composition

La crevette cuite décortiguée est un produit a phitne (pH= 7) qui a l'instar des poissons
est riche en protéinesZ0%) mais a la particularité d’étre pauvre en ksidc1,1%). Elle
renferme des composés azotés non-protéiques (aamndE®s, bases). Parmi ces composés
non-protéiques, on retrouve également de Il'oxyde tdméthylamine (OTMA). La
concentration de ce composé dépend de l'especaadetie. Dalgaarcet al (2000) et
Laursenet al (2006) ont démontré que les crevettes nordiamdalus borealisrenferment
beaucoup plus dOTMA (25 a 67 mg-N /100 g) quecikevettes tropicaleséneaus sp(1.4

a 2.5 mg-N /100 g). La crevette est riche en gly@harginine mais reste pauvre en cystéine,
méthionine et proline (Chinivasagaet al, 1998). Le sodium et le phosphore sont les
minéraux les plus abondants et la niacine (vitarB8gla vitamine principale. Nous verrons
gue tous ces caracteres physicochimiques auront incidence sur le processus de

dégradation du produit.

2.2 Caractéristiques microbiologiques

2.2.1 Microbiote de la crevette fraiche vivante

En ce qui concerne les crevettes tropicales vigamtaeflore bactérienne initiale est constituée
principalement dd’seudomonasyibrio, Acinetobacter Moraxella, Flavobacteriumet une
forte proportion dAeromonagJayaweerat al, 1988; Jeyasekarat al, 2006; Vanderzarst

al., 1973). En Inde, Gopadt al. (2005) ont signalé la présence importante de reiffis
especes d¥ibrio, y comprisV. parahaemolyticuBenneret al (2004) rapportent, lors d'une
étude sur des crevettes du Nicaragua, la préseapgitaire de bactéries corynéformes et de
Moraxella suivies, a un niveau plus faible, Bacillus Lactobacillus Micrococcus Proteus
ShewanellaAcinetobactelet PseudomonasCes résultats confirment ceux de Matches (1982)
obtenus antérieurement. Chinivasagatnal. (1996) ont montré I'influence de la zone de
capture sur la nature de la flore initiale avec préglominance de bactéries a Gram positif sur
les crevettes péchées a faible profondeur ePsikeudomonasur celles capturées en eau
profonde. La nature de la flore initiale aura dess@quences sur la durée de conservation et

sur les caracteres organoleptiques liés a I'altérat
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2.2.2 Microbiote de la crevette conservée crue

L'espéce de crevette, la contamination initialéestconditions d’entreposage jouent un réle
déterminant dans I'évolution des micro-organismepibduit cru. Selon Chinivasagashal
(1996) I'entreposage de crevettes tropicales cdaes de la glace conduit a 'émergence de
Pseudomonas fragiinsi que dheromonas hydrophilat deShewanella putrefacier(falitha

et al, 2006), tandis qu’un stockage dans de la gldée favorise plutdt le développement de
Shewanella putrefaciensleyasekararet al (200§ ont démontré que la flore totale de
crevettes indiennes entreposées dans de la glabentue était dominée par les genres
Flavobacterium(43%),Pseudomonagl9%) etVibrio (17%) alors que dans de I'eau glacée le
genrePseudomonaslevenait majoritaire (38%) suivi du gererratia (26%). Malgré les
différences observées entre toutes ces étudesdégage que la flore dominante des crevettes
tropicales crues conservées réfrigérées soustailoesnée par des bactéries marines a Gram
négatif psychrotolérantes, dont la croissance essiple a 0°C, I'optimum se situant aux
alentours de 25°C. Parmi ces bactéries, la majappartient a la sous-clasgdu phylum des
proteobacteriaseudomonashewanellaAeromonasVibrio).

La durée de conservation de ces crevettes peutrddtvement courte : 6 jours a 5 - 6°C
(Chinivasaganet al, 1996; Lannelonguet al, 1982; Matches, 1982). Elle s'explique par un
pH initial neutre permettant la croissance en dioliaérobie de bactéries altérantes a Gram
négatif telles qud’seudomonas fraget Shewanella putrefacien®es études réalisées par
Laghmari et al. (2005) sur la creveRarapenaeus longirostristockée dans de la glace et
entreposée entre 4°C et 680Gt montré aussi que la durée de conservation varre 8net 5
jours. Des résultats similaires (4 a 7 jours) suienus suPenaeus merguiens(¥amagata

et al, 1995) entreposée dans de la glace. Des délaisrdervation plus importants allant de
10 a 17 jours et méme plus de 20 jours sont rapp@aar Chinivasagast al (1996) sur des
crevettes tropicalePénaeuy venant d’Australie entreposées dans de la glacsoas glace

liquide.

2.2.3 Microbiote de la crevette conservée cuite

Le microbiote des crevettes tropicales cuites aags&z peu étudié et les principaux travaux
ont démarré dans les années 2000. La cuisson desttes entraine une réduction de la
charge microbienne mais n'élimine pas totalemesat dermes présents. De méme, les
procédés de conservation (sel, conservateurs, kEmgbalsous atmosphére protectrice)

n'‘empéchent pas complétement la croissance micnodiau cours de la conservation du
10
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produit. Bien que I'écosysteme microbien soit agsez décrit, différents travaux montrent
gue les bactéries lactigues sont souvent prédomeimam la fin de I'entreposage dans les
crevettes cuites décortiquées, semi-préservéeoretern/ées a basse température. Selon
Dalgaardet al (2003) sur 102 isolats bactériens prélevés au enbrde ['altération de
crevettes nordiques et tropicales cuites, saumwiesnservées sous atmosphere protectrice
(14% de CQ, 85% N, 1% Q), plus de 78 isolats ont été identifiés commetélas bactéries
lactiques. L'utilisation de techniques classiquéelentification couplée a une analyse
protéomique par SDS-PAGE a permis une identificapeecise au niveau de I'espéce. Les
espéeces majoritaires identifiées sofflarnobacterium divergen€arnobacterium spov. et
Lactobacillus curvatusMatamoros et al. (2009b) ont également montrélgumicrobiote de
deux lots de crevettes tropicales cuites décoréigiug. vanamei d'origine différente et
conditionnées sous atmosphére était dominé pavateéries lactiques (18UFC/g).

Parmi les facteurs physico-chimiques qui peuveaetié@tluents dans I'évolution de la flore, la
température en jouant sur la vitesse de croissalese micro-organismes est le plus
discriminant. Suivant la température de consermatid durée de conservation des crevettes
peut aller de quelques jours a plusieurs mois (&aldet al, 2000) et influence fortement la
composition du microbiote au moment de l'altératibes trois especes citées précédemment
sont majoritaires en fin de conservation des ctegettockées a 0, 5, 8°C tandis que pour des
températures plus élevées de 15°C et 2kHEerococcus faecalidevient le germe dominant.
Plus réecemment, des techniques de biologie moléewaulturales comme la TTGE ont été
utilisées pour I'étude des écosystéemes microbiesscrevettes. En utilisant cette approche,
Jaffrés et al. (2009) ont démontré la présence niteje de bactéries lactiques au moment de
I'altération sur des crevettes tropicales semigmé@ss, cuites décortiquées et conservées a
5°C et 15°C. lls ont mis en évidence en fin de eoration la présence de. divergens, C.
maltaromaticumainsi queB. thermosphacta 5°C puisk. faecaliset E. faeciuma 15°C.
Grace a la TTGE, ces mémes auteurs, ont décritnongelle espece, portant le nom de
Vagococcus penagamais décrite auparavant sur la crevette (Jaffres, 2010).

11
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2.3 Altération de la crevette

2.3.1 Altération d’'origine physico-chimique

La crevette est un produit sensible, qui subit pere de fraicheur en général liée a I'activité
autolytique et a la dégradation de I'ATP. C’estprnduit qui, vu sa faible teneur en lipide,
n'est pas ou peu concerné par le rancissementwgbskez certains poissons a la suite d’'une
auto oxydation des lipides au contact de l'air.rBwanche, la cause majeure de I'altération
précoce de la crevette est la mélanose qui seitrpdula formation de taches noires au
niveau du céphalothorax. Ce phénoméne est liétéolade la polyphénol oxydase (Beneér
al., 1999) naturellement présente dans la crevets. Henzoquinones produites réagissent
avec plusieurs composés comme les amines, lessaaidmés et I'oxygene pour former la

mélanine responsable de cette coloration noire.

2.3.2 Micro-organismes responsables de l'altération

Parmi la flore totale, seule une partie est resplolesde 'altération du produit qui se
traduit surtout par l'apparition de mauvaises oslesaveurs et d’'une texture pateuse. Les
variations des parametres physico-chimiques dansnad#rice crevette conduisent a la
prédominance d’espéces ou de mélanges d’'espeéeantdts spécifiques a chaque type de
produit. Cependant, la présence d’'une flore mieohé au moment de I'altération sensorielle
n'implique pas forcément sa participation au preassd’altération, d’ou la notion de micro-
organisme spécifique d’altération. En effet, le @léppement de certains micro-organismes
peut étre totalement neutre sur les caractérigicqueganoleptiques du produit. Pour les
poissons marins frais conditionnés sous glace, gmigsou sous atmosphere protectrice, les
mécanismes d'altérations sont assez bien connagydrenes responsables sont en gérgral
putrefacienset S. baltica ainsi queP. phosphoreumlls produisent des composés soufrés
(H2S, méthylsulfure et diméthylsulfure) a partir deciastéine et de l'ornithine, et également
de la triméthylamine (TMA) dont lI'odeur est typigde celle du poisson altéré (Dalgaatd
al., 1993; Gramet al, 1987). La TMA est issue de la réduction de I'GXMmolécule
typiguement marine, qui joue le réle d'acceptegtediron lors de la respiration anaérobie
dont sont capableS. putrefaciensP. phosphoreunet lesVibrionaceae Les différents types
d’altération observés chez le poisson s’expliqumnt la concentration en OTMA qui varie
selon les especes. Dans d'autres cas, l'altérsitosurtout liée a une production d'ammoniac.

12
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L'altération des poissons légerement préservasetigiment plus complexe car les parameétres
physico-chimiques (sel, fumée, acide organiquesstui, décontamination lors du procédé,
emballage ...) favorisent I'émergence d'espéces rimés trés différentes comme des
bactéries lactiques, les enterobactémeghermosphactéleroi, 2010) qui interagissent pour
donner des odeurs parfois trés différentes (beaigeg, acide, chou, pied...).

Sur la crevette cuite, au moment de l'altératiarplupart des auteurs ont isolé des bactéries
lactiques eB. thermosphactéDalgaard, 2000; Jaffrest al, 2009; Matamorost al, 2009b).
Afin de déterminer leur degré d’'implication daradtération certains auteurs les ont inoculés
dans des produits. Les études de Laursen et &6)20ht confirmé le pouvoir altérant e
divergens et certains groupes de€. maltaromaticuma 5°C sur la crevette nordique
décortiquée cuite. Ces deux souches, aprés dig gurce produit, sont responsables de tres
fortes odeurs d’altération avec des odeurs chlpraaltées et aigres. Elles produisent aussi de
la tyramine ainsi que des amines volatiles. Darie gceéme étude, l'activité altérante Be
thermosphactaur la crevette a été démontr@&.thermosphact&n croissance pure sur ce
produit consomme la leucine et I'isoleucine aingt gles composés organiques non identifiés.
Son effet altérant, aprés dix jours avec un taitialrde 5 log UFC/g, se caractérise par une
forte odeur de beurre caramel qui pourrait étre fiélon les analyses en olfactométrie, a la
production de diacétyle, butanediol, 3-methyl-ldmail et 3-methyl-1-butanol. Ces mémes
odeurs ont été aussi décrites par Mejlhetral. (2005) sur le méme produit.

L’interaction de ces deux genres bactériens coraludéveloppement d’odeur d’altération de
type beurre et «chien mouillé ». Contrairement &e®n pourrait penser, une plus faible
production de diacétyle et 3-methyl-1-butanal dsteovée. Cependant, d’autres molécules
telles que I'ammoniac et I'acide acétique ont étgdpites en grande quantité. Lors d’études
sur le potentiel altérant de bactéries isoléeseeette cuite, Jaffrest al (2011) ont démontré

le caractere altérant d®. thermosphactaSerratia liquefaciendike et C. maltaromaticum
inoculés en culture pure sur ce produit. Des oddarfomage/pied et aigre/fermenté ont été
imputées 8. thermosphactapres 9 jours de stockage a 8°C €t analtaromaticunaprés 16
jours de stockageSt. liquefaciens-likeprésentait des odeurs de choux/ail, amine/urine et
serpilléere a 13 jours d’entreposage. Les molécalesociées aux odeurs émises Bar
thermosphactaet C. maltaromaticumsont le 2,3-heptadione (fromage, beurre), le 2,3
butanedione (beurre), 3-méthyl-1-butanal (ma#}. liquefaciens-likeproduisait du 2,3-
butanedione et de la TMA.

13



Revue bibliographique

2.3.3 Brochothrix thermosphacta, une bactérie spécifique d’altération de la crevés

B. thermosphactast une bactérie a Gram positif et catalase pesippartenant a la famille
desListeriaceaeElle se présente sous forme de batonnet fin@€.8.um de diametre et 1-2
pm de long. C’est un microorganisme immobile et sporulé. Il est anaérobie facultatif.
C’est une bactérie psychrothrophe, qui peut viviesitempératures variant entre 0°C a 30°C,
avec un optimum proche de 25°C. Elle est thermasienst ne survit pas quand elle est
exposee a 63°C pendant 5 minut@sthermosphactast le germe le plus impliqué dans le
processus d'altération de la viande et des prodiateiés entreposés sous vide ou sous
atmosphére protectrice a des températures réfagéké résultante de son activité sur ce type
de produit est la production de métabolites maladisrtels que I'acétoine qui est associée a
'odeur aigre douce trés offensive en conditiorob@& (Daintyet al, 1977 ; Stanlewt al,
1981). Cette bactérie a été également considéréeeqgarticipant a l'altération du saumon
fumé (Stohret al, 2001), ou elle est associée a la production -deeptanone et de 2-
hexanone qui sont responsables des odeurs de betufremage bleu observées sur ce
produit. Sur la crevette, I'étude de Jaffetsal (2011) a montré son caractére altérant. Son
type de métabolisme, aérobie ou anaérobie esttedkament influencé par la composition en
oxygene et dioxyde de carbone. En absence del&Quantité d’oxygéne nécessaire pour un
métabolisme aérobie est estimée entre 9-17% &Riral, 2002). Ce méme type de
métabolisme est prioritaire, lorsqu’elle est ersprice de 35% de G@t d’'une quantité d'@
supérieure a 30%. Gill et Newton (197ah)t démontré que le glucose est le substrat utilisé
préférentiellement pamB. thermosphactadans la viande. En condition anaérobie, le
métabolisme du glucose pBr thermosphactaonduit essentiellement a la formation d’acide
lactique, alors qu’en condition aérobie I'acétoilee3 méthyl-butanol et le 2 méthyl-butyrate
sont les produit majeurs (Pat al, 2002).B. thermosphactatilise peu d’acides aminés pour
sa croissance. Sur la crevette nordique, Laveserh, (2006) ont démontré qu’elle n’utilisait

gue la leucine et 'isoleucine.

2.3.4 Méthodes d’'évaluation de I'altération

Pour mesurer I'état d’altération des produits deméa, I'azote basique volatil total (ABVT) et

la TMA responsables des mauvaises odeurs obsechégsle poisson en putréfaction sont

généralement dosées. L'ABVT est notamment constitpgr un ensemble de composés

azotés comprenant 'ammoniaque et diverses amiolasiles provenant respectivement de la

désamination et de la décarboxylation des acidesésmLa TMA résultant de la réduction
14
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d’origine bactérienne de 'OTMA en conditions ar@®es (Dalgaardet al, 1993) est
également prise en compte dans le dosage de 'ABWis constitue lorsqu’elle est dosée
spécifiguement un bon indicateur d’altération dgaies produits. Ainsi dans le poisson des
limites d’acceptabilité ont été fixées entre 2538t mg N/100 g selon les espéces pour
'ABVT (reglement européen 1022/2008/EC) et 5 md 00 g pour la TMA (Malleet al,
1989). Des taux d’ABVT et de TMA élevés peuveneé&btenus dans de la crevette crue
entiere (Lopez-Caballeret al, 2002; Mendest al, 2005; Tsironiet al, 2009). Il a été
montré qu’une valeur de 30 mg-N/100g of TVBN potizainstituer un seuil d’acceptabilité
pour la crevette nordique (Anget al, 1981). Cependant, selon une autre étude, @olalb
(1976), le taux initial d’ABVT dans les crevettesithes stockées dans de la glace est
compris entre 13 et 38 mg-N/1Q0ges études plus récentes ont finalement considéeé q
'ABVT n’était pas un indicateur pertinent pour éver I'altération microbienne des crevettes
cuites (Dalgaaret al, 2000; Mejlholmet al, 2005) ni des crevettes crues fraiches de I'espéc
Penaeus kerathurugSadoket al., 2004). Par ailleurs, la production de TMA est lada
concentration initiale d'OTMA qui semble étre trdépendante de l'espéce de crevette
considérée : la crevette tropicalRefeaussp.) en contient des taux assez faibles (1.4 mg-
N/100g) comparée a la crevette nordigBar(dalus borealjsqui peut atteindre 25 a 67 mg-
N/100g (Laurseret al, 2006).

L’analyse sensorielle reste I'outil qui semble leenx adapté pour évaluer I'altération. Elle a
ete utilisée pour déterminer I'impact dearnobacteriumsp. et B. thermosphactasur
I'altération de crevettes cuites décortiquées awegury entrainé de 6 personnes notant des
caractéristiques de texture, odeur et flaveur (fenet al, 2006). De la méme facon, un jury
entrainé de 7 a 10 personnes a permis de déterfigffet positif de flores bioprotectrices
pour retarder l'altération de crevettes cuites dépeees (Matamorogt al, 2009a). Les
principaux descripteurs d'odeurs utilisés dans é#sdes sont des odeurs de malt,
aigre/fermenté, serpilliere, soufre/chou correspmimdaux produits altérés alors que les

produits frais se caractérisent par des odeursnistace, surimi.

2.4Les micro-organismes pathogenes

La plupart des germes pathogenes susceptible® détmouvés dans les crevettes cuites
décortiquées peuvent provenir de la matiére preamiér de recontaminations en usine au
cours du procédé de transformation. Durant cesestdp produit reste exposé a la flore

bactérienne de I'environnement et des manipulatea@squi augmente le risque de
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contamination. Les étapes de la chaine de tranatmmou les risques de contamination sont
les plus élevés sont le décorticage et I'ensemidedtiapes du conditionnement apres cuisson
(Gudmundsddéttiet al, 2006a). La présence de bactéries pathogénegldansevettes apres
une étape de congélation a été décrite par Duraal.e2005). Les micro-organismes
pathogenes isolés de la crevettéjbrio (cholerae, parahaemolyticys Salmonella
Clostridium botulinumListeria monocytogenest Staphylococcus aureBuranet al, 2005)
sont naturellement présents dans I'environnemenra dgevette depuis I'élevage jusqu’a la
transformation mais leur présence varie selonding géographique (tropicale ou nordique).
Dans les élevages de crevettes, on trouve essem@it desVibrio pathogénes et
Salmonella Lors d’études sur la prévalence de ces bactders les crevettes thailandaises,
Dalgaardet al (1995) rapportent que sur 107 échantillons te&as, sédiment, crevette) 33
% étaient positif &ibrio cholerae Malgré la charge importante en coliformes fécaucune
salmonelle n'a été isolée. Toutefois, dans unesattrde réalisée par Reilly et al. (1992) dans
une ferme d’aquaculture de crevettes dans le Sudsesgtique, 16 % des crevettes testées et
22 % d’échantillons d’eau étaient contaminés parsdémonelles. La présence de salmonelles
dans ces fermes d’aquaculture serait liée a Katilon de fiente fraiche de poulet comme
fertilisant dans les zones de ponte, contraireraertpratiques des élevages thailandais qui
utilisent des fientes séches.

Les Mbrio sont des bactéries d’origine marine trés abondatdas les eaux chaudes et trés
présentes dans les produits de la mer tropicauxgdreeVibrio est le pathogene le plus
abondant sur les crevettes des cotes Est et Oaddnhde avec I'especparahaemolyticus
(Shubheet al, 2005). Gopaét al (2005)ont démontré que 38 a 81 % de la flore totale de la
crevette indienne est constituée par des bactdtiegenreVibrio qui peuvent atteindre 10
UFC/g. Deux a 12 % de cesibvio sont identifies comme appartenant a I'espéce
parahaemolyticus Cette bactérie pathogene n’est pas résistantea a&hbleur et est
normalement éliminée lors de la cuisson des cresgethnais le risque de contamination
croisée entre produits cuits et produits crus cuittés demeure important.

Clostridium botulinumde type E est une autre bactérie pathogéne darigiarine trouvée
dans les crevettes nordiques conditionnées  sous osptrare  protectrice

(http://www4.fao.org/faocbib_fr/index.htmkonsulté le 10/05/11). Ce pathogéne est capable

de former des toxines pouvant causer des intogmstmortelles (botulisme). Sachant que les
conditions de cuisson des crevettes ne permetetdjpnactiver totalement les sporés,
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botulinum pourrait constituer un risque sanitaire pour lemsommateurs. Cependant, la
croissance d€. botulinumet la production de toxine associée sont limigestempératures
réfrigérées (T< 3,3°C). Selon Huss (1997) et Husale(2000) le développement d&
botulinumde type E dans les crevettes cuites, semi pré&seetéentreposées sous atmosphere
protectrice est inhibé a 5°C si le taux de sekaptrieur a 3% en phase aqueuse. Par ailleurs
aucun cas de botulisme lié a la consommation destteen’a été signalé a ce jour.

Plus récurrent dans les produits de la ra@teria monocytogenesst une bactérie ubiquiste
qui colonise plusieurs niches écologiques (eauxe®ueau de mer, sol, végétaux etc.). Sa
présence dans les produits alimentaires peut &pégeée par une contamination de la
matiere premiére ou par une recontamination loradeansformation du fait de la présence
de cette bactérie sur les matériels et les surf@@admundsdottiet al, 2006a). Sa capacité a
croitre a des températures réfrigérées, en aémbipoanaérobiose, dans une large gamme de
pH (4,5 a 9) et en présence de fortes concenteagarNaCl (jusqu'a 10%) en font un danger
a prendre systématiguement en compte dans les ifmoguéts a consommerL.
monocytogenesst responsable de la listériose humaine (zooalisentaire), maladie rare
mais mortelle dans plus de 25% des cas présumédgpapulation a risque (Farber, 2000).
La transmission de. monocytogened 'lhomme se fait majoritairement par voie alinzer.

La plupart des cas de listériose résultent de d'sign d’aliments contaminés pouvant
contenir jusqu'a 10® germes/g de produit. Si dans certains pays urgeege "zéro listeria”

est imposée (USA, Canada, Danemark), en Europeeuéd réglementaire est fixé a210
germes/g de produit jusqu'a la fin de la DLC p@srproduits préts a consommer favorables a
la croissance de. monocytogenege qui est le cas de la crevette cuite (regleraeripéen

CE 2073/2005).L. monocytogene®st présente dans les crevettes fraichement Echée
provenant des cotes du golf des USA a hauteur éle (Gecaret al, 1994; Motes, 1991) et
dans les crevettes crues au Chili a 28,8% (Corcdnal., 2001) (Tableau 2). L'étude de
Gudmundsdoéttiret al (2006a) estime sa prévalence dans la crevettéiquar crue
(P.borealiy a 20,9 %. Cette méme étude montre fuemonocytogenesst détectée sur
certains équipements pendant le procédé de tranafimn mais aucun des 82 échantillons de
produits finis ne présente de contamination. Eramelie, la présence de cette bactérie
pathogene dans des crevettes cuites et décortiguétes a consommer a été demontrée dans
les travaux de Valdimarssat al (1998). Dans cette étude, sur 3331 échantill@ensrevette

testés, 270 (8,1 %) étaient positifs a la rechedwlasteria spp. dont 26,5 % appartiennent a
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'especemonocytogeneéTableau 2) De méme, une étude menée en Australie par 'agence
des standards alimentaires en 2002 relate uneefpiBlvalence de 3% de monocytogenes
dans les crevettes cuites décortiquées ou entieres

(http://lwww.foodstandards.gov.au/educationalmateniahitoringandsurveillance/foodsurveil

lancenewsletter/spring2003.cfm, consulté le 10/0b/ll a été démontré par Mejlholet al

(2005) que pour limiter le développement Idemonocytogenesdlans les crevettes cuites

décortiquées sous atmosphére protectrice, un gjeckaine température de 2°C est efficace.
Cependant de telles températures sont rarementtenags tout au long de la chaine de
distribution notamment dans les réfrigérateurs mérmdont la température moyenne est

voisine de 7°C en France.

Tableau 2 : Prévalence testeria monocytogenetans la crevette

*nd = non déterminé

Nombre Echantillons Présence de

Nature de la crevetted’échantillons positifs aListeria L. monocytogenes Références

testés spp. (%) * (%)
Cordano et Rocourt
Crevette crue 59 nd 28,8
(2001)
Gudmundsdottir et al.,
Crevette crue 43 23,2 20,9
(2006)
Crevette crue Moharem et al.,
30 73,3 6,7
(P. monodoh (2007)
Crevette cuite 274 nd 15 Farber (2000)
Crevette cuite
R o 380 nd 3 Anon (2002)
entieére/décortiquée
Crevette cuite Valdimarsson et al.,
o 3331 8,1 26,5
décortiquée (1998)
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3. Maitrise des micro-organismes d’altération et des gthogenes par des

micro-organismes protecteurs

3.1La biopréservation : une technologie de barriereeadative pour les produits de la mer

La maitrise du développement des bactéries inddsgalans les produits de la mer a été, ces
dernieres décennies, I'un des challenges les plsuds pour I'industrie agroalimentaire.
Cela passe par une premiéere étape de minimisagdia dontamination durant le procédé.
L'utilisation du "guide des bonnes pratiques d'aggl' crée par I'A3C en 2006 et I'application
des principes HACCP a la cuisson des crustacegraradement contribué. Malgré tout, les
traitements technologiques utilisés pour la faltidca des crevettes tropicales cuites
décortiquées, ne sont pas suffisants pour gananérabsence totale de micro-organismes en
sortie d’'usine. La réfrigération, le conditionnernsous atmosphére protectrice et I'utilisation
de conservateurs permettent une durée de vie ddsifw de I'ordre de 10 jours. Les acides
organiques malgré leur efficacité notamment pauitér la croissance de. monocytogenes
(Mejlholm et al, 2008) restent toujours mal percus par les consateurs car ils font partie
des additifs et sont mentionnés dans l'étiquetager da nomenclature "E". En solution
alternative a l'utilisation des conservateurs,aeds techniques "douces" de décontamination
comme la lumiéere pulsée (EImnasséral, 2007) ou les hautes pressions existent mais sont
encore au stade exploratoire pour la filiere prtsdde la mer.

Les composés antimicrobiens naturels (huiles esdlest extraits de plantes, chitosan...)
sont des barrieres qui peuvent étre utilisées enplEoment des procédés classiques pour
freiner le développement microbien. L'utilisatiotidile d’origan & 0,05 % m/V s’est révélée
efficace suP. phosphoreundans des filets de poisson naturellement contasrehémballés
sous atmosphere modifiée et entreposés a 2°C (Miejlet al,, 2002). Sur des filets de carpe
séchés, la combinaison d’'une solution saline @bcge a un mélange égal de thymol et de
carvacrol a permis une bonne préservation des filetant le procédé de séchage (Mahmoud
et al, 2006). L'association d'origan, de cannebergal’atide lactique est aussi efficace
contreV. parahaemolyticusur des filets de morue et de la crevette crue €Lial, 2005).
Des extraits de romarin combinés avec de la ré&glsg montré leur efficacité contie
monocytogenedans la viande de porc fraiche et dans des traskeli@mbon en réduisant sa
croissance de 3.1 log UFC/g en 28 jours a 4°C (dleaml, 2009). Cependant, les études de
Barbosaet al (2009) ont montré les limites des huiles esskegialans la biopreservation
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contre les pathogénes car seulement 1.3 log UF@bilation ont été obtenus contie.
monocytogenesdans la viande. Dans ce contexte, ['utilisation aecro-organismes
protecteurs via la biopréservation constitue uterétive possible.

3.1.1 Définition de la biopréservation

Sous le vocable biopréservation, il faut compreninglisation de micro-organismes a
activités bactéricides ou le plus souvent bact&imgies contre les flores pathogenes et/ou
altérantes d’'un produit pour garantir sa sécuradéliorer sa qualité et parfois méme
prolonger sa durée de conservation. En générahdet@ries qui se prétent le mieux a cette
technologie sont les bactéries lactiques. Ces hestdproduisent souvent des composés
inhibiteurs comme des acides organiques, du peeodid/drogene, des bacteriocines, du gaz
carbonique. Bénéficiant du statut GRAS (Generakkgd)nised as Safe) délivré par la US-
Food and Drug Administration, elles bénéficient nd'u bonne image auprés des
consommateurs du fait de leur utilisation dansplesluits fermentés (Rodgers, 2001). Dans
ces produits, I'acidification liée a la présencs blactéries lactiques joue un réle majeur dans
la préservation du produit mais s’accompagne deifinations importantes des propriétés
nutritionnelles et organoleptiques. En revanchepli@ation de la biopréservation dans les
produits non fermentés impligue d'utiliser des Bdes capables d'empécher le
développement de germes indésirables sans altéeercaractéristiques sensorielles et

organoleptiques souvent délicates de ces produits.

3.1.2 Exemples d'application de la biopréservation dansek produits de la mer

Beaucoup de recherches en biopréservation prorsetieen milieu liquide n'‘ont pas trouvé
d'application en produit soit parce que les baeteprotectrices ne se développaient pas a
basse température en matrice poisson, soit paredegudonnaient de mauvaises odeurs.
Depuis, de nombreux essais ont été réalisés awesalehes sélectionnées directement des
produits a biopréserver, donc adaptées a la maeicdes tests en produits ont donné des
résultats trés prometteurs (Pilet et Leroi, 20La)plupart des essais ont porté sur des souches
de carnobactéries non acidifiantes, néanmoins icegtaapplications ont été réalisées avec

d’autres genres bactériens.

20



Revue bibliographique

L’essentiel des études porte sur l'inhibition de monocytogenedans le saumon fume.
Nilsson et al. (1999pnt isolé deux souches d& maltaromaticumcapables de limiter le
développement de. monocytogenependant 31 jours a 5°C. Brillet al. (2005) ont aussi
déemontré l'efficacité de&€. divergensv41l contreL. monocytogenedans le saumon fumé a
froid, en maintenant sa population a moins de 5C/Agfpendant 1 mois a 4 et 8°C. Toujours
dans le saumon fumé a froid, Yamazeakial (2003) ont mis en évidence une baisse de la
population del. monocytogenede 16 & 50 UFC/g en présen€ maltaromaticumCS526
apres 7 jours a 4°C. Katkd al. (2001) ont aussi démontré I'efficacité ldactobacillus sakei
Lb790 qui était capable de limiter le développemial. monocytogenependant 28 jours
10°C sur du saumon fumé a froid. Selon Vesceval (2006), Lactobacillus caseiet
Lactobacillus plantarunréduisent le développement deinnocuade 3.3 et 2.8 log UFC/g
respectivement, dans le saumon fumeé a froid stackd.

Beaucoup moins d’études sont consacrées a l'imbribites flores d’altération. Contrairement
a ce qui est observé pour linhibition de monocytogenesles bactéries du genre
Carnobacteriummontrent généralement peu d’efficacité pour retalele flores d’altération.
Dans I'étude de Leroet al (1996) certaines souches de carnobactéries der&oglées
efficaces pour limiter l'altération sensorielle daumon fumé mais les résultattaient
variables selon les lots traités. Une souch®ifidobacterium bifiduma montré une activité
inhibitrice vis-a-vis dePseudomonassp. et deP. phosphoreundans des filets de plie
conditionnés sous vide et réfrigérés (Altiegt al, 2005). Les travaux effectués par
Matamoros et al. (2009a; 2009b) ont permis d’isdEuwx souches desuconostoc geliduret
de Lactococcus pisciutmontrant une efficacité a limiter I'altération serislle de crevettes
cuites décortiquées et de saumon fumé. Dans cettie,éles souches de pisciumont
montré les activités les plus intéressantes peameth la fois d’inhiber des bactéries

pathogenes commnie monocytogenestS. aureust de retarder I'altération sensorielle.

3.1.3 Lactococcus piscium, une espéce d'intérét pour la biopréservation ?

Appartenant au groupe des bactéries lactiquedatdéscoques sont des bactéries ubiquistes

affiliées au phylum des Firmicutes. De taille corsgrentre 0,5 et 1,5 pum, leur morphologie

(coque ou cocoide) varie en fonction des conditamsulture (Dalgaaret al, 2003).

Proposé par Schleifeet al (1987) le genreLactococcusregroupe, sur des critéres

moléculaires et biochimiques, les streptocoquesymwpe N non mobiles, anciennement

classées dans le gernséreptococcusAu niveau du genre cing especes étaient initiategm
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reconnues 1. lactis L. piscium L. garviag L. plantarum L. raffinolactis. Une sixieme
espece a été décrite réecemment, il s’agit. dehungangensiéChoet al, 2008). L'especk.
lactis est la plus étudiée et la plus utilisée dans listde laitiere. Elle comprend trois sous
especesléctis, cremoris ethordniag.

Habituellement, les lactocoques croissent dansa®% de NaCl, voire 6,5% de NaCl pour
certaines espéces telle duelactis subsp. lactifHamasakiet al., 2003) Leur croissance est
inhibée a des pH inférieurs a 4,4. La plupart dgseees sont mésophiles leur température
optimale étant voisine de 30°C, mais elles se d@pant généralement a 109C.pisciumest
psychrotolérante et capable de croitre a des tertysés de 5°C (Williamset al, 1990) mais
certaines souches ont un caractere psychrotropisenmrqué et ne se développent pas a 30°C
(Garnieret al, 2010; Matamorost al, 2009a).

Dans les produits de la mer, les lactocoques tswét L. lactis, L. garvieaet L. piscium

L. garvieaea été déclaré comme pathogene du poisson dansesrtanditions (Kusuda et
al, 1991).L. pisciuma été décrit la premiére fois par Williaghal (1990) dans du poisson (la
truite arc-en-ciel). Présentée comme une bactépahde de pousser entre 5 et 30°C mais
incapable de croitre a 40°C, pisciumest capable de fermenter un grand nombre de sucre.
Elle ne produit pas de 23, n’hydrolyse pas l'arginine et ne posséde pasédie. Sa
composition en G+C% est de 38,5. Bien qu’isolé@arfle poissons maladés,pisciumtout
comme L. raffinolactis n’a pas, contrairement B. garviae, été mis en cause dans des
pathologies du poisson (Michet al, 2007). Par ailleurd,. pisciumest une bactérie présente
sur des matrices alimentaires puisqu’elle a étkeesde filets de saumon conditionnés sous
atmosphere protectrice (Matamoresal, 2009a) et de viande fraiche emballée sous vide
(Sakaleet al, 2002).

Lactococcus piscium CNCM 1-4031
Récemment, lors d’études de screening de bactéragivité antimicrobienne, une souche

bactérienne a profil psychotrophe a été isoléeale ple saumon frais par Matamostsal,
(2009b). Des tests d'inhibition sur milieu modeélet anontré qu’elle possédait un profil
antibactérien intéressant sur des bactéries patlesgét altérantes de produits de la mer
(Matamoroset al,, 2009b). Une premiere identification par le séopage du gene codant pour
'ARN16S a permis de l'affilier au genreactococcusavec une similarité de séquence de
99% avec l'especd. piscium(souche DSM6634). Elle peut croitre a des températu

inférieures & 0°C avec un optimum a 26°C, cependamune croissance n’est observée au
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dela de 28°C. Les cellules sont immobiles, de g@éditle (0,5 a 1 mm de diametre) de forme
ronde, seuls ou en courtes chaines (2 a 8 cellules)

La caractérisation biochimique de la souche, a {ged® mettre en évidence la fermentation
des sucres suivants : glucose, fructose, malt@s®#pde, sucrose, trehalose L-arabinose,
ribose, D-xylose, galactose, mannose, mannitol, ddbp-Glucosamine, amygdaline,
arbutine, salicine, melibiose, melezitose, raffaogentiobiose, D-turanose, et gluconate.
L'hybridation ADN-ADN réalisée a révélé une homatode séquence de 68% avec la souche
de référence, identifiant ainsi la soucheld&tococcus spEU2241 comme appartenant a
'especepiscium. Lactococcus sjEU2241 fut enregistrée sous le nampisciumCNCM |-
4031. Lors d’'application en biopréservation sumsan fumé et crevettes cuites naturellement
contaminées, sous vide (Matamostsal, 2009a),L. pisciumCNCM [-4031 a montré des
capacités a retarder l'altération sensorielle de peduits. Les études préliminaires de
détermination des voies d’inhibition des florest orontré que cette souche n’utilisait pas les
moyens classiques d’inhibition, comme la productitmn bactériocines. L'utilisation d’'une
telle souche naturellement présente dans le poifsis) pour la biopréservation semble
prometteuse, mais I'étude de ses capacités biaprices et I'identification des mécanismes

d’inhibition doivent étre approfondis.

3.2Mécanismes d’interactions bactériennes

3.2.1 Production de métabolites inhibiteurs

Les bactériocines

Les bactériocines sont des molécules peptidiquasietiulaires qui sont synthétisées par
certaines bactéries et dirigées contres des espaa@somiquement proches. La production
de bactériocine est observée chez presque togemess représentants des bactéries lactiques.
On distingue trois catégories de bactériocinesséles suivant leur poids moléculaire et leur
nature: les lantibiotiques, les peptides de cldssiles peptides de classe lll.
Beaucoup de cas d'inhibition de monocytogenepar des bactéries lactiques sont lies a la
production de bactériocines. L'activité anti-lisiedes souches d€. divergensv4l, C.
maltaromaticumVl et SF668 dans du saumon fumé (Bridetal, 2004; Duffeset al, 1999;
Richardet al, 2004) est liée a la production de divercine \¢dfactérisée par Métiviet al
(1998) et de piscicolines Vl1a et V1b décrites paudaloo.Vial et al. (1996). Le caractéere
amphiphile des bactériocines contribue a limiter letilisation comme agent bioprotecteur.
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Les bactériocines peuvent en effet interagir aescprotéines de la matrice alimentaire par
une réaction d’adsorption. Dans d’autres cas, sliésssent une dégradation protéolytique sur
ces aliments. Ainsi, selon les propriétés physhuioamues de la matrice alimentaire, leur

efficacité est mise a mal. Aasen et al. (2003)d@mhontré en plus d’'une rapide dégradation
due a l'activité protéolytique, que 80% de la sakad® et de la nisine utilisées dans du

saumon fumé pour lutter contce monocytogenesadsorbent avec les protéines du saumon.

Les acides organigues

Les acides organiques concernés (lactique, acétigpionique etc.) sont tous issus de
I'activité fermentaire des bactéries avec des sucoeme substrats. Cette production d’acide
se traduit par I'abaissement du pH dans le miliediiisant un ralentissement de la croissance
ou la mort cellulaire de micro-organismes sensilales pH acides (Abdallet al, 1993;
Jeppeseret al, 1993). Le mode d’action sur les cellules cildss 'endommagement de la

membrane externe causant ainsi une perturbatigoduntiel membranaire de la cellule.

Le peroxyde d’hydrogéne

C’est un métabolite qui a un effet bactériostaticaug certaines especes telles due
monocytogenesu Salmonella entericgPridmoreet al, 2008). C’est un agent oxydant trés
puissant qui inhibe I'organisme cible en oxydaist peotéines essentielles. Dans le ca&.de
monocytogenesians le lait, I'inhibition est renforcée par &action de I'HO, avec les ions
thiocyanates (formation d’hypothiocyanate) gracd’esaizyme lactoperoxydase (Ekstrad,
1994).

Le dioxyde de carbone

Intermédiaire de fermentation de certains substrper les bactéries lactiques
hétérofermentaires, le GOrée des conditions anaérobies dans le milieu, adusonduire a
I'élimination de bactéries aérobies strictes. Qaeiit en revanche aussi favoriser dans le

méme temps le développement de flores anaérobigequent étre parfois néfastes.
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3.2.2 Compétition nutritionnelle

C’est une relation naturelle impliquant les floprgésentes dans un écosysteme donné. Afin
d’assurer leur croissance, les micro-organismeeeinen compétition pour des éléments
limitants, de nature minérale ou organique. Daratedes organismes auxotrophes a certains
acides aminés, la présence de micro-organismessitng cette source peut déclencher une
compétition pour cet élément. Dans le poissomailald teneur en fer entraine une compétition
entre S. putrefacienset Pseudomonaspp. pour l'acquisition du ferE(lis et al, 200].
Pseudomonaarrive a inhibelS. putrefacienpar compétition lorsque la taille de I'inoculum
atteint 1§ UFC/g (Gramet Melchiorsen,1996). Par ailleurslactobacillus peut inhiber
l'action altérante dd. thermosphactgar compétition au niveau du substrat dans ladéan
conservée a 10°C en condition aérobie (GardnelQ)L¥8&ns la biopréservation, I'utilisation
de bactéries lactiques dans l'inhibition de flopashogenes ou altérantes par des phénomenes
de compétitions est tres rarement décrite. Cepandanété démontré en milieu modéle par
Nilsson et al (2005) que I'activité inhibitrice de&. piscicola A9b, qui est une souche

bactériocine négative, contre monocytogenesst due a une compétition pour le glucose.

3.2.3 La métabiose
Cette forme d'interaction est la plus rencontréesdda nature. Qualifiée de relation
d’interdépendance ou de proto-coopération, ellesiste en la création de conditions
favorables pour une bactérie par une autre. Coetna&int a I'antagonisme, ici, la modification
du pH, la création de I'anaérobiose et la mise spafition de substrats intermédiaires de
dégradation, contribuent au développement de oceggiopulations bactériennes et non a leur
inhibition. S’agissant des substrats, dans plusieas la bactérie dépendante ne possede pas
'équipement enzymatique nécessaire pour s’'attaqueée grosses molécules, et de ce fait
dépend d’une autre bactérie capable de dégrademoéscules. Dans la littérature des
interdépendances entre les bactéries lactiqueté@bbactéries sont trés relatées. Batchl
(1996) ont montré gu’en co-culture les bactériesidaes etHafnia alvei pouvaient causer
une altération de la viande sous vide contraireragrtcultures pures. Dans le saumon fumé a
froid, Joffraudet al. (2006) ont mis en évidence la perte du caractiééeant de_. sakeietS.
liquefacienslorsqu’elles sont mises en co-culture comparé @utures pures dans lesquels
leur pouvoir altérant était tres marqué. lls onssaudémontré dans la méme étude que
I'association de souches @ piscicolaet Vibrio sp, deux germes non altérants en culture
pure, provoquait I'apparition de mauvaises odexgrs marquées. Jorgenseinal (2000) ont
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démontré que 'augmentation de la production deegaine dans le saumon fumé quand les
souches dédafnia alveiou S. liquefaciensont en co-culture avdc sakeiou C. divergens
était liée a un métabolisme inter espece de I'amginDans le lait réfrigéré, la production
d’acide lactique par les lactocoques présents aixéh croissance de. fluorescensCette
espece d€seudomonasst incapable d'utiliser les sources de carborn#aziote du milieu
quand sa population est inférieure & LIFC/ml. La présence des lactocoques léve cette
inhibition par la production d'acide lactique, gqgt métabolisé pa&. fluorescengSanjoseet

al., 1987). En retour, la création de I'anaérobioae Rseudomonaslans le biofilm formé

avec les lactocoques stimule la croissance deeareseds.

3.3Réglementation de l'utilisation des microorganismpestecteurs

En Europe, les ferments incorporés traditionnellem@vant Mai 1997) dans les denrées
alimentaires, si elles participent a la fabricatidm produit par la fermentation ou sont
utilisées pour un effet probiotique, sont jusgu@spnt considérées comme des ingrédients.
Selon Wesselset al (2004) l'utilisation non traditionnelle de culag dans l'industrie
alimentaire dans 'unique but d’exercer un effebsmrvateur sur I'aliment ne reléve pas du
reglement sur les nouveaux aliments (reglement Newved).

En revanche, elle souléve la question du statdeda sécurité de ces cultures pour lequel il
n'existe pas de réglementation en vigueur a I'heactielle en Europe, méme si des
discussions sont en cours. Le statut de GRAS (ghyeaecognized as safe) importé des
USA, ne trouve pas exactement son équivalent eapeuméme si depuis 2007, la notion de
QPS (Qualified Presumption of Safety) qui est urghmdologie pour justifier de la sécurité
ou de linnocuité des micro-organismes utilisésnsapproche. L'Autorité Européenne de
Sécurité des Aliments a en effet établi des cistéfacceptabilité pour élaborer une liste de 73
especes bactériennes bénéficiant du statut QPSt 4diénappartiennent aux genres
Bifidobacterium, Lactobacillus, Lactococcus, Stompiccus, Leuconostoc, Pediococaets
Propionibaterium(EFSA 2007 et 2008)our l'instant le statut QPS ne concerne que les
micro-organismes entrant dans la chaine alimentgure font I'objet d’'une demande
d’autorisation aupres de 'EFSA (microorganismesdpcteurs d’additifs pour I'alimentation
humaine ou animale, d’enzymes alimentaires, ouséslpour la protection des végétaux). Il

ne concerne donc pas les microorganismes utilieésne ferments ou cultures protectrices
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directement dans les aliments. Pour cette raises, dkmandes de statut QPS pour des
bactéries potentiellement bioprotectrices, tellee ¢. maltaromaticumet divergens L.
piscium ou L. gelidumqui ne ne font pas partie de la liste actuellespat donc pas
recevables.

Actuellement, un ferment LLO (BIOCEANE) est commalisé en France pour augmenter la
DLC des crevettes tropicales cuites décortiquédasaiées sous atmosphére protectrice sans
ajout d'additif chimiques. Des applications a laguitle St Jacques sont également
développées. Des ferments bioprotecteurs générategmactivité antl-isteria sur la viande
sont aussi commercialisés comme HOLDBAQDanisco, DK), SafePro® (CHR Hansen,
DK), Bovamine Meat Culturé' (NPC, US).

Dans l'attente d’'une réglementation plus précisesthtut QPS peut cependant étre utilisé
comme base pour déterminer les informations reguiseur I'innocuité des souches

bioprotectrices.

4. La microbiologie prévisionnelle pour prévoir le déeloppement et les
interactions bactériennes

La microbiologie prévisionnelle consiste a utiligklys modeles mathématiques pour décrire

I'évolution des micro-organismes en fonction ddfée des parameétres physico-chimiques

régissant leur développement. La microbiologie giéxnelle permet aux industriels et aux

scientifiques du monde de l'alimentaire de répondreles questions ou de donner des

explications sur les phénomeénes d'altération edl®prévoir le développement de bactéries

pathogénes et ainsi d’'optimiser la qualité des gpitedEn résumé, elle permet de répondre

entre autres aux questions essentielles suivantes :

« Comment maitriser le développement microbien dansptoduit en modifiant sa
composition tout en gardant ses qualités organqlegs?

* Quels sont les facteurs essentiels les plus inffusur la qualité des produits?

* Quelles combinaisons microbiologiques et/ou phystumiques, permettent d’obtenir
une meilleure sécurité des aliments?

* Quel est le seuil de tolérance de contaminatiorrahiologique durant les procédés de
fabrication ou de transformation?

» Comment peut-on déterminer la durée de vie optimiaie aliment?
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La résolution de ces interrogations constitue yateoapital pour la maitrise de la qualité des

produits de la mer.

4.1Les modéles prédictifs

Les modeles mathématiques existant pour la prédictu comportement microbien dans des
conditions précises sont réunis en deux groupes :modéles cinétiques et les modeles
probabilistes. Ces deux types de modéele differantlgurs principes de base. Les modeéles
cinétiques sont plutbt orientés vers une estimatmta réponse (croissance, survie etc.) d’'une
population microbienne soumise a des conditionsiremvementales quelconques. Les
modeles probabilistes évaluent la probabilité qu'germe pathogéne puisse, par sa
dynamique de croissance, étre responsable d'uneinfextion alimentaire. Au sein du
modele cinétique, on distingue trois niveaux de ehesl: les modeles primaires, les modéles
secondaires et les modéles tertiaires. Les modteaires cherchent a faire un lien entre les
primaires et les secondaires. Dans ce qui suieranstraités que les modéles cinétiques.

4.1.1 Les modeles primaires

Les modeles primaires décrivent le changement deetesité microbienne en fonction du
temps dans des conditions environnementales cdastdres modeles primaires permettent la
détermination des parametres de croissance deiths@tudiée : le temps de latence (lag), le
taux de croissance maximum ), le nombre de cellules maximum (). Pour la
détermination de ces parametres, les modeles pemdes plus utilisés sont ceux de
Gomperzt (1825), Baranyi (1993) et Rosso (1995).

4.1.2 Les modéles secondaires

Les modéles secondaires permettent d’étudier t'éife facteurs environnementaux biotiques
et abiotiques sur les paramétres de croissanceoloigeme. Il en existe deux types: les
modeles polynomiaux et les modéles progressifs.

Les modéles polynomiaux

La premiere approche dite polynomiale vise a détegnsimultanément I'impact des facteurs
environnementaux en combinaison sur les paramdgasoissance. C’'est une approche qui
demande beaucoup de manipulations. Elle fait agelplans d’expérience qui peuvent étre
difficiles a mettre en place. Certes trés adaptés péterminer les interactions qui peuvent

exister entre différents facteurs, ses limitesd&si dans son domaine de validité. Il est donc
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nécessaire de définir un domaine d’expérimentatien précis. En effet c’est une approche
qui n'est valable que dans le domaine d’expérigriadié et dans la matrice ou ont été faites
les expériences. L'équation des modeéles seconddaetype polynomiaux s’'écrit comme

suit :
U =35 +bX; +D,X, 05X +0,% X, + DX Xg +b,pX, X,

Avec @, b, by bs, by, b3, psles constantes qui traduisent les effets propreshadgue
facteur3(x, Xz, X3) et leurs éventuelles interactiongx(x xoXs).

Les modéles progressifs

Pour cette deuxieme approche secondaire qualigéprdgressive, la démarche consiste a
étudier l'effet de chaque facteur indépendammenmtlssi paramétres de croissance. Un
modele global multiplicatif (appelé gamma conceaptggrant chacun des modeles décrits
pour chaque facteur est ensuite établi. Cette appronplique I'indépendance de I'effet des
facteurs environnementaux. Cependant des modutesipr en compte les interactions entre
les facteurs sont récemment proposés. Ce genrerd@me est plutbét avantageux en milieu

liquide. Exemple d’équation intégrant les facteerapérature, pH et sel.
Hnax = Hope (T ) LY(PH) LY{Nacl)

ool |
% (Xopt—Xnin | (Xopt—Xerin J(X—Xopt)—{ Xopt-Xmax  Xopt-+ Xein —2x)|

Avec X, la valeur de x permettant une croissance optimaig et xnax la valeur de x ou

aucune croissance n’est possible.

4.2 Méthodologie pour des modeles progressifs

La démarche en microbiologie prévisionnelle suit agrtain cheminement allant de la
génération de données a la validation sur produpassant par des postulats modulaires de
niveau primaire, secondaire et tertiaire. Tousgdasametres ne sont pas modélisés dans la

littérature. Seuls ceux qui sont jugés déterminafgst a dire jouant un role clé dans le
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comportement des micro-organismes le sont. Lesudasies plus étudiés sont: la température
(T°C), l'activité de I'eau (aw) et le pH. Cependanitres facteurs tels que la concentration en

acides organiques et en dioxyde de carbone deviedeelus en plus décrits.

Génération de données Les courbes de croissances sont générees pouwctesifs (T°,
pH, atmosphére) dans des systémes modéles (ndligdd).

\ 4
Modeéle Primaire Utilisation de modele de croissance sigmoide pa@terchiner

la valeur des parametres cinétiques (lag, Hmax)-

\ 4
Modeéle Secondaire

Modélisation de l'effet des facteurs environnemertsur les

parametres cinétiques.

\ 4
Validation sur Produit

Les valeurs prédites des parametres cinétiquesceomparees
avec celles obtenues sur produits par challenge tes

v Apres validation sur produits les modeles sontgrége a des

Modele Tertiaire logiciels d’application ou systémes experts (Syewus, Food

Micromodel, Pathogen Modeling Piram)

La prédiction du comportement d’un germe, nécesdlilsieurs étapes correspondantes a
celles énumérées ci-dessous. Dans un premier tdinpst primordial de bien choisir le
milieu de culture et les paramétres physico-chimsg(facteurs environnementaux) a étudier
(T°, pH, Aw etc.). La connaissance de ces factelmis permettre de poser pour chaque
facteur des niveaux de valeurs correspondantsidtenvalle dans lequel le germe étudié peut
vivre. Ce choix est réalisé en se basant sur lesé@hks bibliographiques existantes. Les
milieux de culture utilisés sont en général desemd modeles (Brain Heart Infusion, Elliker
....). Cependant, certains auteurs utilisent desdisopu des extraits liquides du produit
étudié.

Les données recueillies aprés expérimentationsutiisees pour modéliser les parametres de
croissance bactérienne et les interactions deicgrtacteurs s'il en existe. La détermination
des parameétres de croissance est souvent faile pais des modéles primaires. Néanmoins
ils peuvent étre déduits graphiguement ou par ndaéthstatistique. Pour déterminer les
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eventuelles interactions et les effets des factsurde comportement du germe les modeles
secondaires les plus appropriés sont mis a cotisitbuCependant avant toute utilisation pour
prédire le comportement du germe, le modele clueigia étre validé en utilisant des tests sur
la matrice alimentaire par mise en place de chgdlelest. Ainsi les valeurs prédites et les
valeurs obtenues sur produits seront confrontéesuighnt les écarts observés (calcul du

facteur de biais) le modéle pourra étre validéajeté.

4.3 Application

Pour certains produits comme les produits de la prepices au développement de bactéries
pathogenes et altérantes, posséder un outil gmgiete prédire le comportement de ces
dernieres est essentiel pour en assurer la séairig@ qualité. Actuellement des bases de
données et des programmes permettant de prédirédeases bactériennes a des conditions
environnementales variables sont disponibles, lies ptilisés étant. Symprevius, Combase,
Seafood Spoilage and Safety Predictor. Dans krditire, beaucoup de modeles prédictifs
existent, la plupart étant destinés a l'étude detévms pathogenes telles que
monocytogeneAugustinet al.,2005; Cornuet al, 2006; Mc Clureet al, 1997; Wijtzeset

al., 1993). Cornu et al. (2006) ont modélisé la gaixe dé.. monocytogenesur le saumon

a 4°C et 8°C en fonction de la température, du @ensel et des composés phénoliques.
Certains auteurs tels que Breiett al (1998), Gimenezt al (2004) ont développé des
modeles permettant de prendre en compte le conmpentedes bactéries en co-culture. Dans
'étude de Breidtet al. (1998), il a été démontré que le pH était ledactclé limitant la
vitesse de croissance tle monocytogenesn co-culture avet. lactis LA221. L'étude de
Gimenezet al. (2004) a permis de mettre en évidence que lasante dé.. monocytogenes
est controlée par le développement simultanée aeteies lactiques en fonction des facteurs
environnementaux. Certains modéles étudiant le oommment des bactéries pathogénes en
cultures mixtes avec les bactéries lactiques antréégrés dans des logiciels et mis en ligne
(Seafood Spoilage and Safety Predictor, Dalgasral, 2002). Malgré I'abondance de
modele de prédiction, peu de données existentesufldres d’altérations. Les travaux de
Dalgaard (1995) ont permis de prédire la duréeiglel@ la morue fraiche en cas de croissance
des bactéries d’altération comni® phosphereunou S. putrefaciens D’autres auteurs
(Baranyiet al, 1996; Mc Clureet al, 1993; Zhouwet al, 2009) ont développé des modeéles
permettant de prédire le comportement de la bactdmltérationB. thermosphactaen

fonction des parametres environnementaux. Mc Gétral. (1993), en utilisant un modele
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secondaire polynomial ont défini 'optimum de ceaiace deB. thermosphactalans les
intervalles suivants: 23T° <24 ; 6.8 pHyp< 6.9; NaC} < 0.7%. Des données de croissance
de B. thermosphactaont disponibles sur la viande dans laquelle esteconsidérée comme
laltérant majeur. Néanmoins, des données sur teduits de la mer et spécialement la
crevette cuite décortiqguée ou elle a été identifi@mme I'un des altérants majeurs, restent a
produire. Si des modeles prédictifs sur les intégwas entre bactéries pathogéenes et bactérie
lactiques existent, rien n’est développé pour pecli comportement de bactéries lactique a
profil bioprotecteur comme. pisciumCNCM 1-4031.
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Activité antimicrobienne de L. piscium contre B.

thermosphacta

1-1 Inhibition de Brochothrix thermosphacta et amélioration de la qualité organoleptique

delacrevette tropicale cuite décortiquée par Lactococcus piscium CNCM | —4031.

Publication 1 : Fall, P.A., Leroi, F., Cardinal, NChevalier, F., Pilet, M.F., 2010.
Letters in Applied Microbiology 50, 357-361.

1-2 Evolution physico-chimique et sensorielle dela crevette tropicale cuite décortiquée
inoculée avec Lactococcus piscium CNCM | —4031 et Brochothrix thermosphacta et

entreposée a 8°C.

Publication 2: Fall, P.A., Pilet, M.F., Ledde, Cardinal, M., Guérin, C., Duflos, G.,
Leroi, F., 2011. International Journal of Food Migiology in Press.
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Introduction

Les produits de la mer Iégérement préservés (sadoma, carpaccio de poisson, crevette
cuite...) du fait de leurs caractéristiques physibopiques, constituent des niches
écologiques tres appréciées des bactéries pattogamed’altération. L'utilisation des
bactéries a activité antimicrobienne pour luttento® cette flore indésirable est de plus en
plus décrite dans la littérature (Calo-Ma&taal., 2008; Dortu et Thonart, 2009). Cependant,
les applications de cette technologie concernentpearité la lutte contre les flores
pathogénes. Plusieurs études ont montré l'effiéacitun certain nombre de bactéries
lactiques C. divergens, C. maltaromaticum, L. piscium....) contreL. monocytogenes (Brillet

et al., 2005 ; Matamorost al., 2009b). Tres rarement décrite, I'investigationl’ddibition
des flores d’altération par des souches de bastéaiques est ici menée. La souche,
piscium CNCM 1-4031 isolée par Matamorcg al. (2009b) a montré des capacités
d’amélioration de la qualité organoleptique de ets naturellement contaminées sans qu'il
soit possible d’identifier précisément les micrangmes d’altération spécifiguement
inhibés. L'objectif de ces travaux est d’étudies liateractions possibles entre la souche
bioprotectriceL. piscium CNCM [-4031 etB. thermosphacta I'une des bactéries altérantes
majeures de la crevette cuite.

Dans une premiére étude,spectre d’activité de la soucheldepiscium a été testé en milieu
Elliker gélosé et en jus de crevette gélosé sub@&eéries indésirables choisies parmi la
microflore pathogene et altérante, isolée de ptedie la mer. Afin d’élucider les raison de
son activité spécifique, son application & l'inkidm de B. thermosphacta ensemencé a 10
UFC/gsur crevette tropicale a été suivie pendant 21sja8°C. Au final la matrice crevette a
été chimiquement caractérisée afin de réaliser ulreunchimiquement défini pouvant
permettre d’élucider des meécanismes d’action quorgeéventuellement impliqués dans
l'inhibition de la souche indésirable.

Dans une deuxiéme partie, pour confirmer I'actigipécifique dé.. piscium (10° UFC/g)sur

B. thermosphacta (10° UFC/g), une deuxiéme application sur crevettesissécontaminées
artificiellement parB. thermosphacta a été réalisée en triplicats et suivie pendantodisja
8°C. Dans cette partie, l'impact du métabolisme dewque souche sur la qualité
organoleptiqgue du produit a été suivi. Pour ceefaime analyse sensorielle permettant de
suivre I'évolution organoleptique du produit parjury entrainé, a été entreprise, ainsi que le

dosage des composeés volatils produits. Dans leldwerifier 'hypothése d’'une compétition
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nutritionnelle entre les deux souches, la produactitacide lactique, le pH, le dosage du
glucose et des acides aminés libres ont été suivgeours de I'expérimentation.

Principaux résultats

Dans la premiere étude (publication parue danstseih Applied Microbiology) le spectre
d’'activité de la souche de. piscium face a des flores pathogénes et altérantes isdies
produits de la mer a été réalisé en employantdanigue de la double couche sur gélose
molle. Cette technique consiste a déposer 3 soidul de la souche étudiée sur un milieu
gélosé puis au bout de 10 jours de croissance @, 1Bf milieu a gélose molle contenant la
souche cible est coulé au dessus de la premidrdilhition de la souche cible se manifeste
par la présence d’'une zone translucide autour dudspla souche protectrice. Les résultats du
profil antimicrobien delL. piscium sur milieu Elliker ont montré qu’elle exerce un pouvoir
inhibiteur sur 16 des 25 souches testées incluemtdctéries a Gram négatif. En milieu jus
de crevette aucune inhibition de ces souches @aobservée, malgré une baisse de pH
similaire dans les deux cas.

Sur matrice crevette, lorsqu’elles sont inoculéesw@ture purel.. piscium (10° UFC/g) etB.
thermosphacta (10° UFC/g) s'implantent rapidement sur le produit efteignant une
population maximale de 9 Log UFC/g en 3 et 14 jaespectivement. Cependant, dans la
culture mixte, la croissance @ thermosphacta est inhibée de 4 Log UFC/g au bout de 14
jours. Les résultats de I'évolution du pH montrené diminution allant de 6,6 a 5,9 dans les
trois lots inoculés, avec une acidification plusvéle dans les lots inoculés alvepiscium par
rapport aux lots inoculés avBcthermosphacta en culture pure.

La comparaison des compositions de la crevettel ¢igide crevette a mis en évidence une
guantité équivalente d’hydrates de carbones (gRi@ssentiellement) mais une diminution
importante des teneurs en protéines et acides andags le jus de crevette lié a I'étape
d’ébullition. L’hypothése de I'implication de ce®mposés dans l'inhibition observés sur
matrice crevette reste cependant a vérifier. Laatarisation de ces matrices permettra de
mettre au point un milieu chimiquement défini denposition proche de la crevette pour
I'étude des interactions bactériennes.

Dans la deuxieme série d’expérimentation (publicatoumise dans International Journal of
Food Microbiology),L. piscium a confirmé son pouvoir inhibiteur enveBs thermosphacta

en l'inhibant de 4 log UFC/g comme précédemmeirthibition étant maintenue pendant 31

jours de stockage.
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Les résultats issus de l'analyse sensorielle coefnt le caractére altérant dB.
thermosphacta, qui arrive a altérer le produit aprés 11 jouiaalibation a 8°C avec une
émission de forte odeur de beurre caramel pouvaatli@e a la production des molécules
suivantes: 2,3 butanedione, cyclopentanol, 3-nhietitgnol, 3-methylbutanal, 2-
methylbutanal, 4-methyl-3chloro-3-pentanol, ethaabldiacétyle. Ce caractere altérant est
noté lorsque la population @ thermosphacta atteint 8 Log UFC/ml. Par ailleurs, lorsqu’elle
est co-inoculée avelc. piscium, B. thermosphacta n’atteint pas un niveau de population lui
permettant d’altérer le produit, il en résulte ame€lioration de la qualité organoleptique des
crevettes et une extension de leur durée de catsarvde plus de 20 jours. Quand au lot
inoculé aved.. piscium en culture pure (témoin), il a été déclaré noérélpar le jury durant
les 31 jours d’incubation. Afin de déterminer legaanismes d’action impliqgués dans cette
inhibition, la croissance dB. thermosphacta a été suivie en présence de la quantité d’acide
lactique (1850 mg/kg) produite par piscium. Les résultats obtenusont pas permis de
démontrer l'implication de l'acide lactigue danstteeinhibition car la croissance d&
thermosphacta n’est pas affectée par la présence de I'acideaiaurs, une compétition pour
les acides aminés libres ne semble pas étre nanapllorigine de I'inhibition car les profils
observés dans les différents lots sont similaires.

Les tentatives d’élucidation des mécanismes d’adtiapligués dans cette inhibition, n’ont
pas été concluantes sur milieu chimiquement dgfinche de la crevette (Voir composition et
condition dans le chapitre 3), du fait de I'absetm@le de croissance de la soucheBde

thermosphacta dans ce milieu.
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Introduction

Abstract

Aims: To investigate the antimicrobial spectrum of Lactococcus piscium CNCM
1-4031 and its protective effect in cooked and peeled shrimp against Brochothrix
thermosphacta.

Methods and Results: Sixteen pathogenic and spoiling bacteria were inhibited
in Elliker, but not in shrimp juice agar plates. In shrimp packed under modi-
fied atmosphere and stored at 8°C, B. thermosphacta (10> CFU g™') was
inhibited by 41 log CFU g~' when co-inoculated with L. piscium (10° CFU
g~ '). Brochothrix thermosphacta spoiled the product after 11 days, with the
emission of strong butter/caramel off-odours. In co-culture with L. piscium,
sensory shelf-life was extended by at least 10 days. The inhibition was partially
explained by a drop in pH from 66 to 56. The physicochemical composition
of shrimp and shrimp juice was established to identify the inhibition
mechanisms involved.

Conclusion: Lactococcus piscium CNCM 1-4031 has a wide antimicrobial
spectrum. The strain inhibits B. thermosphacta in shrimp and significantly
prolongs sensory shelf-life.

Significance and Impact of the Study: Lactococcus pisciurn CNCM 1-4031 is
shown to be a promising agent for improving shrimp quality and may be
tested against pathogens and in other food matrices. Knowledge of the physico-
chemical composition of shrimp and shrimp juice will allow the development
of a chemically defined model medium for determining the inhibition
mechanisms involved.

Lactococcus piscium in inhibiting the growth of pathogens
such as Listeria monocytogenes and Staphylococcus aureus

Lightly preserved seafood products like cold-smoked fish,
fish carpaccio and cooked shrimp are highly perishable,
because of their physicochemical parameters that allow
the growth of pathogenic and spoiling bacteria. Preserving
food products against unwanted micro-organisms by
using endogenous and selected protective micro-organ-
isms is subject to increasing investigation (Calo-Mata
et al. 2008; Dortu and Thonart 2009). In seafood, many
studies have underlined the efficiency of lactic acid bacte-
ria (LAB) such as Carnobacterium maltaromaticum,
C. divergens, Lactobacillus sakei, Leuconostoc gelidum and

© 2010 The Authors

(Brillet et al. 2005; Matamoros et al. 2009a). By contrast,
the inhibition of spoiling micro-organisms has rarely been
reported.

In a recent study, the strain of L. pisciun CNCM
1-4031 (previously named EU2241) showed itself capable
of delaying the sensory spoilage of naturally contaminated
vacuum-packed cooked and peeled tropical shrimp (Mat-
amoros et al. 2009a). However, this sensory improvement
could not be correlated to the microbial flora enumer-
ated, and the inhibition mechanism was not elucidated,
though, interestingly, no bacteriocin was produced.
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The aim of this study was to bring to light factors
capable of explaining the bioprotective effect of L. piscium
CNCM 1-4031. The inhibitory spectrum of L. piscium
against a wide selection of spoiling and pathogenic bacte-
ria isolated from seafood products was performed in vitro.
Inhibition activity against one of the most spoiling
bacteria, Brochothrix thermosphacta, recently identified in
shrimp (Laursen et al. 2006), was investigated in peeled
and cooked shrimp packed under modified atmosphere
(MA). Finally, the physicochemical composition of
shrimp was determined to develop a chemically defined
model broth that will be useful for studying the inhibition
mechanisms involved.

Materials and methods

Strains

Lactococcus piscium EU2241 was isolated from commercial
(supermarket) fresh salmon steak packed under MA and
identified with phenotypic and molecular tests (complete
16S rRNA gene sequencing) by Matamoros et al. (2009b).
This strain was deposited in the national collection of
micro-organisms cultures of Pasteur Institute (Paris,
France) with the reference number CNCM 1-4031.

Twenty-five strains including pathogenic and spoiling
micro-organisms isolated from commercial seafood prod-
ucts and two reference strains were tested for their
sensitivity to L. pisciurn CNCM 1-4031: Staph. aureus CIP
7625 and Escherichia coli CIP 7624 (Pasteur collection,
Paris, France), B. thermosphacta, C. divergens, C. malta-
romaticum, C. alterfunditum, Carnobacterium sp., Vagococcus
fluvialis, V. carniphilus, Enterococcus faecalis, Lact. sakei,
Serratia liquefaciens, Serratia sp., two Vibrio sp., Photobac-
terium phosphoreum, one Gram—, oxidase+ cocobacilli
and three unidentified Gram—, oxidase+ rods (Ifremer
collection, Nantes, France), L. monocytogenes, Salmonella
Weltevreden, Salm. enterica serovar Typhimurium, Vibrio
parahaemolyticus and V. cholerae (CEVPM collection,
Boulognes, France). All the strains were isolated from raw
or cooked shrimp except P. phosphoreum and Lact. sakei
from cold-smoked salmon.

Media and culture conditions

For all the experiments, the strains were cultivated during
two successive periods of 24 h in Elliker broth (Biokar
Diagnostics, Beauvais, France) and shrimp juice. The
incubation temperatures were 15°C for P. phosphoreum
and 20°C for the other strains.

Shrimp juice was prepared by crushing 2-3 kg of
thawed raw peeled shrimp from Columbia (farmed Penaeus

vanamei, without sulfite, purchased from industry,
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Nantes, France) in a Waring Blender (New Hartford, CT,
USA) with 46 1 of distilled water. The mixture was boiled
for 2 min and filtered through a filter (no. 127, Durieux
Paris, France). NaCl 20 g 17" was added to the clear broth
obtained before autoclaving at 100°C for 30 min. 28 1 of
juice was obtained from 2-3 kg of shrimp. For the shrimp
15 and
10 g1' of agar (Biokar diagnostics) respectively were
added to the shrimp juice.

agar and shrimp molten agar preparations,

Inhibitory spectrum

The inhibitory spectrum of L. piscium was obtained by
using a double-layer technique proposed by Matamoros
et al. (2009b) with some modification. Briefly, 10 ul of
L. piscium precultivated in Elliker and shrimp juice was
spotted onto Elliker and shrimp agar plates respectively
(three spots/plate) and incubated aerobically at 15°C for
10 days. The 25 target strains were precultivated in Elliker
and shrimp juice. One millilitre of a thousand-fold
dilution of these cultures was then added individually to
15 ml of Elliker and shrimp molten agar respectively and
spread onto previously incubated Elliker and shrimp agar
plates. After 24 h of aerobic incubation at the appropriate
target strain temperature, the plates were examined for
evidence of an inhibition zone.

Challenge tests

Frozen peeled shrimp (the same batch as for the shrimp
juice) were cooked in 3% (w/v) of salt water at 100°C for
2-5 min and rapidly cooled to 4°C. The final salt concen-
tration in the meat was 1:2% (w/w). Three batches of
cooked shrimp were then inoculated at 2% (v/w) with
cultures of the following strains: L. piscium (18 x 10°
CFU g_l), B. thermosphacta CD340 alone (29 X 10° CFU
g”") and a mixture of L. piscium and B. thermosphacta.
The shrimp were packed (90 g per sample) under MA
(50% N>-50% CO,) and then stored at 8°C for 3 weeks.
A noninoculated batch for sterility control was also pre-
pared. Every 3 days, samples from each batch were analy-
sed for microbial content, sensory analysis and pH,
trimethylamine oxide (TMA-O), trimethylamine (TMA)
and total volatile basic nitrogen (TVBN) (Conway and
Byrne 1933). For microbial counts, 20 g of each batch
was blended with 80 ml of physiological solution (0-85%
NaCl, 0-1% peptone) with a stomacher 400 (Seward Med-
ical, London, UK) for 2 min. Lactococcus piscium was
enumerated by spread plating onto Elliker agar plates
incubated at 25°C for 48 h under anaerobiosis, while
B. thermosphacta were spread plated on streptomycin
sulfate thallous acetate agar (STAA) with selective supple-
ment (Oxoid, Hampshire, UK) (20°C, 48 h). In the

© 2010 The Authors
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control, total viable count was enumerated by pour
plating in Plate Count Agar (PCA, Biokar) (30°C, 72 h).

Sensory analysis

Shrimp inoculated with L. piscium and B. thermosphacta
in single and mixed cultures were sensory evaluated dur-
ing storage time by eleven trained judges from Ifremer.
Each panellist evaluated three portions (15 g) of shrimp
from each batch at each time of analysis. Off-flavours of
samples were evaluated by using a scale with four classes
(class I: nonspoiled, class II: very lightly spoiled, class III:
lightly spoiled and class IV: strongly spoiled). The sensory
rejection time was estimated when samples were placed in
class IV by 50% of the panellists. Odour descriptors,
evaluated as described by Matamoros et al. (2009a),
were rice/crustacean, butter/caramel, pyrrolidin/sperm,
floorcloth, sour/fermented, cheese/foot and
cabbage/H.S.

amine,

Shrimp meat and shrimp juice composition

Water, protein, salt, carbohydrate and total amino acids
were determined in triplicate in fresh shrimp and shrimp
juice. For water content, 8 g of sample was dried at
105°C overnight. Mineral content was determined by
heating dried samples in a muffle furnace at 550°C until
they became white. The Kjeldahl method (Crooke and
Simpson 1971) was used to determine total proteins. Salt
content was measured with a chlorine analyser (Sherwood
MK 1II analyser 926, Cambrige, UK) according to the
manufacturer’s instruction. Total amino acid composition
was measured on a lyophilized sample by digestion of
15 mg in 6 mol I”' HCI at 110°C overnight in a sealed
hydrolysis vial purged with nitrogen. Samples were then
derivatized with EZ, using a fast kit (Phenomenex, Le
Pecq), and analysed by gas chromatography (Perkin
ELMER Autosystem XL, Norwalk, USA) with a Zebron
ZB-AAA column (10 m X 0-25 mm), a flame ionization
detector and helium as gas vector. The column tempera-
ture was increased from 110 to 320°C at 32°C min~ .
Sugar content was measured by the colorimetric method
of Dubois et al. (1956) modified by Chaplin (1986). The
nature of the sugar was identified by gas chromatography
using the method of Kamerling ef al. (1975) modified by
Montreuil et al. (1986). The injection of compounds deri-
vated from glycoside residues was performed on an AT
6890N chromatograph (Agilent Technologies, USA)
equipped with an automatic sample loader, a CP-Sil-5CB
column of molten silica (Chrompack) with helium as car-
rier gas and a flame ionization detector. The temperature
profile was programmed as follows: 50°C for 1 min, from
50°C to 120°C at 20°C min™', from 120 to 240°C at 2°C

© 2010 The Authors
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min~!, from 240 to 280°C at 10°C min™' and 280°C for
10 min.

Results

Lactococcus  piscium demonstrated antagonistic activity
against 16 of the 25 strains tested on Elliker agar plates,
but no inhibition was recorded in shrimp agar (data not
shown). All the Gram-positive bacteria were inhibited
except for one Carnobacterium sp. strain. As for the
Gram-negative bacteria, E. coli, Salm. Weltevreden, Salm.
enterica serovar Typhimurium and Serratia sp. were
inhibited, whereas the different Vibrio, P. phosphoreum
and three unidentified Gram—, oxidase+ rods were not.

In the control, no colony was enumerated on PCA
(threshold 5 CFU g_l). When inoculated alone in the
shrimp matrix, L. piscium and B. thermosphacta grew very
well, reaching 8-8 and 89 log CFU g™ after 4 and 14 days
of storage respectively (Fig. 1). In batches co-inoculated
with L. piscium, the growth rate of B. thermosphacta was
lowered, and the maximum cell number was 4-:8 log CFU
g~! corresponding to a 4-1-log CFU g~' decrease. This
inhibition lasted for 21 days of storage.

Sensory analysis indicated that the control and the
batch inoculated with L. piscium remained unspoiled
throughout the storage time, whereas the products inocu-
lated with B. thermosphacta CD340 alone were character-
ized by a strong butter/caramel off-odour from 11 days
onwards. In the latter batch, the product was classified as
strongly spoiled by 40, 50 and 80% of the panellists after
11, 18 and 21 days respectively. On the contrary, when
B. thermosphacta was co-inoculated with L. piscium, no
off-odour was detected, and none of the judges classified
the products as strongly spoiled until after 21 days. Lacto-
coccus piscium and B. thermosphacta did not produce
TVBN in either pure or co-culture. Initial TMAO content

167
165
16-3
1615
15.9
15.7
55

Time (days)

Figure 1 Growth (solid line) and pH (dotted line) of Lactococcus
piscium CNCM 1-4031 (M), Brochothrix thermosphacta CD340 alone
(x) and B. thermosphacta co-inoculated with Lactococcus sp. CNCM
[-4031 (A) in peeled and cooked shrimp packed under modified
atmosphere and stored at 8°C.
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was 84 mg-N 100 g~', and no TMA was produced. Initial
pH was 6:6. A fall to 56 and 59 was observed respec-
tively in samples with L. piscium (pure and mixed
culture) after 7 days and B. thermosphacta alone after
14 days (Fig. 1).

Water, protein, sugar and amino acid content were
compared between shrimp meat in which inhibition was
observed and shrimp juice where no inhibition was
recorded. Shrimp meat was constituted by 78:3% water
and 18:9% protein, whereas only 1:9% protein was found
in the shrimp juice. Shrimp meat and juice contained 2-4
gkg™' and 2 g 17" carbohydrates respectively, identified as
glucose at 99%. Table 1 summarizes the total amino acid
concentration in shrimp meat and juice. Arginine, aspara-
gine and glutamine could not be measured with the
method used in our study.

Discussion

According to Jaffres et al. (2008), Carnobacterium spp.,
Vagococcus spp., B. thermosphacta and S. liquefaciens make
up the majority of bacteria in spoiled cooked and peeled
shrimp packed under MA and stored at chilled tempera-
ture. All of these species were inhibited in a model med-
ium, indicating that L. piscium is a promising strain for
sensory shelf-life extension. Potential pathogens, excepting
Vibrio spp., were also inhibited, which is important for
ensuring product safety, particularly ready-to-eat products
with extended shelf-life. Its wide spectrum of activity,

Table 1 Total amino acid content in fresh shrimp meat and shrimp
juice. Values are averages of three analyses + standard deviation

Shrimp meat (g kg™")* Shrimp juice (g I7")*

Asparagine nd* nd*
Aspartic acid 126 £ 36 09 £ 0-07
Arginine nd* nd*
Alanine 111 +£07 12+03
Cysteine nd* nd*
Glycine 142 + 02 31+06
Glutamic acid 203 £ 85 18+ 12
Glutamine nd* nd*
Histidine 06 +0 0
Isoleucine 62 £ 09 03 =01
Leucine 134 1 07 £ 01
Lysine 66+ 11 03+ 01
Methionine 53+ 04 02 £ 00
Proline 85+ 07 2+08
Phenylalanine 78+ 16 02 £ 00
Serine 52 +09 03+ 01
Tyrosine 41 +£07 03+ 00
Threonine 62 £ 09 0-3 £ 01
Valine 58 + 08 04 + 01

*nd, not determined.

P.A. Fall et al.

especially against Gram-negative bacteria, which is not
current for LAB, provides a particular advantage to this
bioprotective strain. The absence of a bacteriocin-like
component is also a positive point for gaining rapid
authorization for food applications. Although pH
decreased from 66 to 56 in 7 days, no odours were per-
ceived by the panellists. Four of them ate the products
and could not distinguish them from the sterile control.

The role of B. thermosphacta as spoiling bacteria in
shrimp demonstrated by Mejlholm et al. (2005) was
confirmed in this study, but no production of TVBN was
detected. The butter/caramel off-odours have already
been described in shrimp by Laursen er al. (2006) and
may be linked to the production of 2-3 butanedione
(diacetyl). The rapid inhibitory effect of L. piscium against
B. thermosphacta without changing the product’s charac-
teristics is remarkable. Laursen et al. (2006) failed to pre-
vent B. thermosphacta growth with a C. maltaromaticum
strain previously selected for its antimicrobial properties
and did not extend the sensory shelf-life of shrimp.
Inhibition of  B. thermosphacta by Lact. sakei in
vacuum-packed beef meat slices stored at 4°C was
observed by Katikou et al. (2005) but did not exceed 1-5
log. In cooked meat packed under MA at 7°C, a decrease
of 3 log was recorded with a strain of Lact. sakei subsp.
carnosus, but only after 30-day storage (Vermeiren et al.
2006). In our study, L. piscium lowered pH from 6-8 to
4-3 in Elliker broth, which might explain the inhibitory
activity observed with the double-layer method in agar
plates. However, in shrimp juice, pH decreased in the
same range, and no inhibition zone was observed in
shrimp agar, anticipating other inhibition mechanisms.
The decrease in pH in shrimp meat due to L. piscium
may have contributed to the inhibition of B. thermosph-
acta but cannot totally explain it. Indeed, the model
developed by Mc Clure et al. (1993), which includes the
combined effect of pH, sodium chloride and storage tem-
perature, accurately predicted the maximum cell number
(Nmax) of B. thermosphacta in shrimp: Predicted and
observed Logo(Nma.x) were respectively 9-3 and 89 in our
experimental conditions (pH = 66, T°C =8°C and
NaCl = 1-2% w/w). In the presence of L. piscium, pH
dropped to 56, and the model under-estimated the
inhibition of B. thermosphacta (predicted and observed
Logio (Nmax) were 89 and 56 respectively) indicating
that pH alone is unlikely to be responsible for all the
inhibition. The absence of inhibition in shrimp juice agar
suggests that compounds such as proteins, peptides and
free amino acids present in shrimp meat but not in
shrimp juice may be implicated in this competition. The
results of shrimp characterization will be useful for setting
up a chemically defined model medium to determine the
nature of the interaction between these strains.

© 2010 The Authors
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The protective effect of L. pisciurn CNCM 1-4031 found
by Matamoros et al. (2009a) in naturally contaminated
shrimp may be explained by the inhibition of B. thermos-
phacta, a micro-organism that was not enumerated in
that study. Lactococcus pisciurn CNCM 1-4031 is a promis-
ing strain for improving the quality of lightly preserved
seafood products, and more knowledge concerning the
inhibition mechanism of this strain is necessary to opti-
mize its use as a protective culture under different
environmental conditions and to extend it to other food
matrices such as meat.
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Available online Xxxx This study investigated the sensory quality and physicochemical evolution (pH, glucose, L-lactic acid, biogenic
amine, free amino-acids and volatile compounds) during storage at 8 °C of cooked peeled shrimp inoculated
with the specific spoilage bacteria Brochothrix thermosphacta alone or mixed with the protective strain
Lactococcus piscium CNCM 1-4031. Growth of both bacteria was monitored at regular intervals during storage
by microbial counts and the thermal temperature gradient gel electrophoresis (TTGE) technique. Bacterial
. - h counts showed that L. piscium and B. thermosphacta inoculated at 7 log CFU/g and 3 log CFU/g were well
Biogenic amines . . . . .
Amino-acid adapted to shrimp, reaching a maximum level of 9 log CFU/g after 4 days and 10 days respectively. In mixed
TIGE culture, the growth of B. thermosphacta was reduced by 3.2+ 0.1 log CFU/g. The TTGE technique allowed
monitoring the colonisation of the strains on the shrimp matrix and confirming the dominance of L. piscium in
mixed culture throughout the experiment. Sensory analysis confirmed that B. thermosphacta spoiled the
product after 11 days, when its cell number attained 8 log CFU/g with the emission of strong butter/caramel
off-odours. This sensory profile could be linked to the production of 2,3 butanedione, cyclopentanol, 3-
methylbutanol, 3-methylbutanal, 2-methylbutanal, 4-methyl-3-chloro-3-pentanol and ethanol, which were
produced in more significant quantities in the B. thermosphacta batch than in the batches in which the
protective strain was present. On the contrary, TVBN and TMA were not suitable as quality indicators for
B. thermosphacta spoilage activity. In the products where the protective L. piscium strain was present, no
adverse effect on sensory quality was noted by the sensory panels. Moreover, biogenic amine assessment did
not show any histamine or tyramine production by this strain, underlining its safety profile. Both strains
produced lactic acid (1850 mg/kg in L. piscium and B. thermosphacta batch on days 3 and 10 respectively;
3830 mg/kg on day 7 in mixed culture) and the pH decrease from 6.640.0 to 5.940.1 was similar in all
batches. Lactic acid production or competition for free amino-acid was not involved in the inhibition
mechanism; however rapid glucose consumption by L. piscium could partially explain the growth limitation of
the spoilage micro-organism. This study demonstrated the spoilage characteristic of B. thermosphacta and the
usefulness of L. piscium as a bioprotective culture for tropical cooked peeled shrimp without any adverse effect
on the sensory quality of the product.

Keywords:
Biopreservation
Sensory quality
Volatile compounds
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1. Introduction their physico-chemical characteristics (neutral pH, high content of
small nitrogenous compounds) (Huis in't Veld, 1996). The growth of
these unwanted bacteria leads to food spoilage which is a major
economic problem. Therefore understanding bacterial mechanisms
leading to sensory deterioration and developing methods to preserve

seafood is obviously a priority. Ready-to-eat cooked and peeled

Seafood products permit the development of a wide range of
undesirable microorganisms that include spoiling bacteria, due to
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shrimp packed under modified atmosphere is more and more popular
in Europe. This product is highly perishable and shelf-life does not
exceed 12 days at 4 °C when no preservatives are applied (French
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company communication). The spoilage microflora of cooked shrimp
has been studied recently and includes lactic acid bacteria (LAB) and
the specific spoilage organism Brochothrix thermosphacta (Dalgaard
et al.,, 2003; Jaffres et al., 2009; Mejlholm et al., 2005; Laursen et al.,
2006). As in most seafood products, microbial spoilage in shrimp often
depends on the levels reached by the bacteria involved during storage.
Minimising this level may help to fight against seafood product
spoilage. To achieve this, the methods usually used are modified
atmosphere packaging or the addition of chemical preservatives or
often a combination of both these techniques (Al Dagal and Bazaraa,
1999; Mejlholm et al.,, 2008). In recent years a new approach called
biopreservation consisting in preventing the growth of unwanted
microorganisms in seafood, by using added microorganisms, gener-
ally LAB, has been increasingly investigated as an alternative to
chemical preservatives. The microbial antagonism of LAB against
undesirable microorganisms has been attributed in many cases to
metabolic products such as organic acids or bacteriocin production
(Diop et al., 2009; Greer and Dilts, 2006; Mataragas et al., 2003;
Pridmore et al., 2008; Smith et al., 2005) and changes in the physico-
chemical environment (pH, CO, production) or a combination of
these factors. Recent works have shown that the inhibition of un-
desirable bacteria may be correlated to substrate competition (Nilsson
et al., 2005). An atypical strain of Lactococcus piscium isolated from
fresh salmon steak packed under modified atmosphere (Matamoros
et al., 2009a) showed a wide spectrum of activity in a model medium
including B. thermosphacta. This strain revealed capacities for
enhancing the shelf life and sensory quality of naturally contaminated
seafood product such as shrimp and salmon without bacteriocin
production, but no correlation was found between microbial counts
(total viable counts, Enterobacteriacea, LAB) and sensory quality
(Matamoros et al., 2009a). Fall et al. (2010a) demonstrated that, this
strain could limit the growth of B. thermosphacta and thus improve the
sensorial quality of cooked shrimp; however, these activities were not
linked to any specific metabolism of the strains.

This study was performed to evaluate the spoiling potential of
B. thermosphacta and the relationship between its growth, metabolite
production and sensory degradation observed during storage of
tropical cooked peeled shrimp. The metabolism of L. piscium and its
role as a protective culture were also investigated, as well as the
mechanisms involved in its antagonistic effect on B. thermosphacta.

2. Materials and methods
2.1. Strains, media and culture conditions

Isolates came from the Ifremer/Oniris culture collection. L. piscium
CNCM 1-4031 (formerly L. piscium EU2241) was isolated from fresh
salmon steak packed under MA (Matamoros et al., 2009b) and
B. thermosphacta CD 340 from brined tropical cooked peeled shrimp
packed under MA (Jaffrés et al., 2009). For all the experiments, strains
were subcultured twice successively for 24 h at 26 °C in Elliker broth
(Biokar) for L. piscium and 24 h at 20 °C in Brain Heart Infusion
(Biokar, Diagnostic Beauvais, France) for B. thermosphacta.

2.2. Sterile shrimp preparation

31kg of frozen tropical peeled and beheaded shrimp (Penaeus
vannamei) farmed in Colombia (51/60 size i.e. 51 to 60 shrimps per
pound) was obtained from a local production site, Miti industry (Nantes,
France). Frozen shrimp were cooked at ONIRIS with industrial
equipment by immersion in boiling salted water (3% NaCl w/v) for
2.5 min after re-ebullition and cooled in melting ice with 1.5% salt. The
shrimp were vacuum packed in plastic bags (1 kg/bag) and stored at
—80°C for 9days. The frozen cooked peeled shrimp were then
sterilised by ionisation at 3.76 4- 0.16 kGy (IONISOS, Pouzauges, France).

2.3. Challenge tests

The cells were not washed before inoculation, but serial dilutions
in salted peptone water (0.85% NaCl, 0.1% peptone) were performed
to obtain the appropriate inoculum size. Shrimp were inoculated by
spraying 10% v/w (5% of pure culture + 5% of water or 5% of protective
culture + 5% of target strain for co-inoculation batch) onto the surface
of the shrimp to reach a final level of approximately 7 log CFU/g and 3
log CFU/g for L. piscium and B. thermosphacta respectively. After inoc-
ulation, the samples were tumbled manually to ensure good microbial
distribution.

Four batches of shrimp were used with different treatments: 1—
sterility control, 2—inoculated with L. piscium, 3—inoculated with
B. thermosphacta, 4—co-inoculated with B. thermosphacta and L. piscium.
After inoculation, the shrimp were packed in 125 g portions under MA
(50% N3-50% CO,) (Multivac T252, Wolfertschwenden, Germany) with
a shrimp/gas ratio of approximately 2/1. Samples were stored at 8 °C for
up to 31 days and removed after 1, 3, 7, 10, 14, 17, 24 and 31 days
storage for microbial, physico-chemical (pH, acetic and lactic acids, total
volatile basic nitrogen (TVBN), trymethylamine oxide (TMA-0),
trimethylamine (TMA), sugar, volatile compounds, biogenic amines,
free amino-acids) and sensory analysis. All the analyses were performed
in triplicate, in three separate punnets.

To investigate whether the antimicrobial activity of L. piscium was
caused by its acid production, a new batch of shrimp was inoculated
(5% v/w) by B. thermosphacta as described previously, portioned in
125 g packets and stored under the same conditions. After 7 days, all
the packets were opened and half of them were sprayed with 5%
(v/w) water and half with 5% (v/w) sodium lactate solution (44.7 g/1),
in order to reach the maximum concentration of lactic acid naturally
produced by L. piscium measured in this study. The shrimp were
packed again under MA and B. thermosphacta was enumerated on
days 0, 7, 14 and 24.

2.4. Microbial analysis

At each sampling time, the shrimp (20 g) were taken aseptically and
transferred in stomacher bags containing 80 ml of saline peptone water
and then blended with a Stomacher 400 (Seward Medical, London, UK)
at normal speed for 2 min at room temperature. L. piscium, either alone
or in co-inoculation, was selectively enumerated on spread plates of
Elliker agar incubated at 8 °C for 96 h under anaerobiosis (Fall et al.,
2010b). B. thermosphacta was enumerated (20 °C, 48 h) on Streptomy-
cin Sulphate Thallous Acetate Agar with selective supplement (Oxoid,
Hampshire, UK). TVC was estimated in the control once a week, by pour
plating in Plate Count Agar (Biokar) before incubation at 26 °C for 48 h.

2.5. PCR-TTGE analysis

The temporal temperature gradient gel electrophoresis (TTGE)
technique, a culture-independent method, was used to track the
evolution of bacteria on days 1, 7, 14 and 17. For each batch, 10 ml of
each triplicate of the mother solutions from microbial analysis was
pooled. Bacterial DNA extraction, PCR amplification of the variable V3
region of 16S rRNA gene with v3r2 and v3p3-Gc-clamp primers and
TTGE analysis were performed as described by Jaffrés et al. (2009) in
duplicate. 16S rRNA V3 amplicons from a mix of 10 species currently
found in shrimp and including B. thermosphacta CD340 was used as a
marker for bacterial presumptive identification and L. piscium CNCM I-
4031 was run alone for control.

2.6. Sensory evaluation
Twelve panellists belonging to an internal Ifremer panel with long-

term training and experience in seafood evaluation were asked to
characterise the influence of each strain on cooked peeled shrimp
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odours. They had to identify the level of spoilage of the sample by
using a four-class scheme (class I: non spoiled, class II: lightly spoiled,
class IlI: moderately spoiled, class IV: strongly spoiled) and then carry
out conventional profiling (ISO, 2003) as described by Matamoros
et al. (2009a). Odour descriptors were rice/crustacean, butter/
caramel, pyrrolidin/sperm, floorcloth, sour/fermented, amine, cheese/
foot and cabbage/H,S. The shrimp of each package were distributed in
four small plastic drums covered with aluminium foil (3 shrimp per
drum) and stored at4 °C to keep the odour intact. Shrimp were removed
from storage at 4 °C 15 min before the test and left at room temperature.
The samples were coded and served in random order to the panellists. A
quality coefficient (QC) taking into account the level of spoilage with an
arbitrary weighting factor attributed to each class was calculated as
follows : QC=[(1x% of answers in class I) 4+ (2 x % of answers in class
IT) + (3 x % of answers in class III) + (4 x % of answers in class IV)]/100.
QC varied from 1 (nonspoiled product, 100% of the panellists having
judged the product as nonspoiled) to 4 (strongly spoiled product, 100%
of the panellists having scored the product in class IV). The profile data
were treated by variance analysis with two factors (product and judge
effects). Multivariate data processing in the form of principal compo-
nent analysis (PCA) was performed on the mean sample sensory scores
with Uniwin 6.1 software (Sigma Plus, Paris, France). This PCA was
based on the correlation matrix, in order to give the same importance to
all the attributes whatever the range of the scale used. On day 31, four
panellists, who had been informed of the experiments, ate 3 shrimp
inoculated by L. piscium and compared them to the control (taste and
texture).

2.7. Biochemical analysis

Prior to inoculation, shrimp characteristics (pH, salt content, pro-
teins, lipids and water content) were determined as described by Fall
et al. (2010b). TMA-O, TMA and TVBN were measured in duplicate in
the replicates, using the method described by Conway and Byrne
(1933) on a 100 g portion of shrimp. Lactic and acetic acids were
analysed with the enzymatic UV 340 nm test kit 021 (Biosentec,
Toulouse, France), by using an extraction method proposed by Fall
et al. (2010b). Sugar content was measured by a modified (water
extraction instead of TCA extraction) colorimetric method of Dubois
et al. (1956). Biogenic amine and volatile compounds were analysed
in triplicate on days 1 and 14. A fraction of 1.5 ml of the five-fold
dilution used for microbial analyses was kept at —80 °C and used for
biogenic amine quantification. Putrecine, cadaverine, histamine,
tyramine, spermine and spermidine were analysed by high pressure
liquid chromatography (HPLC) using a Kromasil reversed phase
column C18 (5um, 25cmx4.6 mm) fitted with a Brownlee C18
precolumn (5 um, 3 cmx 4.6 mm) according to Duflos et al. (1999).
Free amino acids content was determined in all batches at day 1 and
day 14 by using the amino acid analyser Biochrom 30 (Biochrom,
Cambridge, United Kingdom) at LAREAL Food Research Laboratory,
Vannes, France.

Analysis of volatile compounds was performed using a solid phase
micro extraction coupled with a gas chromatograph interfaced with a
mass spectrometer (SPME/GC-MS). For each batch, a 20 g portion of
shrimp was individually introduced into a stomacher bag and 50 ml of
NaCl saturated water (300 g/I) added. Samples were blended with a
stomacher Lab-blender 400 Seward (Norfolk, USA) and 25 ml of the
resulting aqueous phase was transferred into tubes and centrifuged
at 10000 g, 10 min, 4 °C. Eleven millilitres of the supernatant was
transferred to 20 ml vials to which 10l of 3-methyl-3-buten-1-ol
(internal standard) was added. All the vials were sealed and then placed
in the sample tray of the Combi Pal AOC-5000 auto injector system at
4 °C.The samples were heated to 50 °C and mixed at 500 rpm for 10 min
to adsorb volatile compounds in the headspace of the vials. SPME fibre,
75 um Carbonex/Polydimethylsiloxane (Supelco, Bellefonte, PA, USA)
was inserted into the septum of the vials and exposed for 40 min for

volatile sorption. The fibre was then introduced through the injector
port of the chromatograph for 10 s at 250 °C to desorb volatile com-
pounds. The GC (Shimadzu, Kyoto, Japan) equipped with a SLB-5 ms
fused silica capillary column (60 m x 0.25 mm x 0.25 pm film thickness)
from Sigma Aldrich (St. Louis, MO, USA) was coupled to a Shimadzu MS
detector QP2010 Plus. The injection port was kept at 250 °C in splitless
mode. The flow rate of the carrier gas (helium) was 1.78 ml/min; the
temperature of the column was maintained at 35 °C, 5 min and then
progressively increased from 35 to 100 °C, first in the flow at
10 °C min~ !, and then from 100 °C to 280 °C at 20 °C min ™~ ! and main-
tained for 5 min. The MS detector was operated in electron ionisation
mode (70 eV) and the ion source temperature was maintained at 200 °C.
A continuous scan mode was used with a mass range from 33 to
200 m/z. Volatile compounds were identified by matching their mass
spectra to those contained in the NIST 2008 mass spectral database
(developed for Shimadzu by NIST). Analysis of variance (ANOVA)
with the LSD multiple range test, was performed with Statgraphics
Plus Centurion XV.I software (Sigma Plus) on the means of volatile
compounds and free amino acids. The significant level was set at
p<0.05.

3. Results
3.1. Shrimp characteristics

The shrimp studied contained 73.0 4 0.5% of water, 22.1 + 0.0% of
proteins, 0.52 + 0.04% of carbohydrates, 0.5 + 0.0% of lipid and 1.24 +
0.02% of NaCl.

3.2. Microbial growth in shrimp

In the uninoculated batches, no colony was detected by plate count
agar (threshold 5 CFU/g) throughout the experiment, confirming
that the ionisation dose is sufficient to ensure the bacterial stability
of the product. Fig. 1 shows the growth kinetics of L. piscium and
B. thermosphacta in pure and mixed cultures. The growths of L. piscium
alone or in presence of B. thermosphacta were similar. Within the
first 4 days of the challenge test at 8 °C, L. piscium numbers increased by
2.0+£0.1 log CFU/g cycles to reach a maximum of 9.14+0.1 log CFU/g
and remained constant till the end of the experiment. B. thermosphacta
increased from an initial level of 3.7 4- 0.8 log CFU/g up to 8.7 £ 0.1 log
CFU/g in 10days and over. When inoculated with L. piscium,
B. thermosphacta reached its maximum number of 5.5+ 0.2 log CFU/g
in 7 days. Then the growth was stopped and the count remained
constant until 31 days storage, corresponding to a 3.240.1 log CFU/g
reduction when compared to B. thermosphacta alone.

10 -
94
8
5 7
S 6
O 09 I 1 N I
o * * & 3
o 51
3
4
3.
2 T T T T T T T T "
1 4 7 10 13 16 19 22 25 28 31

Time (days)

Fig. 1. Growth of Lactococcus piscium CNCM 1-4031 and Brochothrix thermosphacta
CD340 in peeled and cooked shrimp packed under modified atmosphere and stored at
8 °C. (M) L. piscium alone; @ L. piscium in co-inoculation; (x) B. thermosphacta alone; (A)
B. thermosphacta in co-inoculation. Values are averages of three analyses + standard
deviation.
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3.3. TTGE analysis

TTGE fingerprints of the V3 region of 16S rRNA gene analysis were
assessed in the bacterial ecosystem monitored in order to compare
the results from this technique to those from microbial counts.
According to unpublished results obtained in our laboratory, the
detection limit of the TTGE technique for a pure culture of bacteria is 4
log CFU/ml. The results obtained on days 1, 7 and 14 are presented in
Fig. 2 (results at day 17 are similar to day 14). In the control no band
was recorded at any analysis point, confirming the sterility of the
matrix, whereas a highly intense band fitting to the migration position
of L. piscium was observed on days 0, 7 and 14 in the batch inoculated
with the protective culture alone, corresponding to L. piscium counts
of approximately 7, 9 and 9 log CFU/g respectively. For B. thermo-
sphacta alone on day 1 (3.7 log CFU/g), no band was detected whereas
on days 7 and 14, when counts reached approximately 7 and 9 log
CFU/g respectively, a migration band assigned to B. thermosphacta was
detected. In coculture, the band corresponding to L. piscium was
always present, whereas no band was detected for B. thermosphacta,
whose number ranged between 3 and 5 log CFU/g throughout storage.

3.4. Sensory evaluation

In plane 1-2 of the PCA performed with the sensory characteristics
of the samples (Fig. 3), the first axis (75% inertia) discriminated fresh
samples with rice and crustacean odours (left part of PCA) from
spoiled samples with amine, cheese/foot, sour/fermented, pyrrolidin
and butter/caramel odours (right part). The second axis (11% inertia)
opposed samples with milky notes (upper part) with H,S/cabbage
and floorcloth off-odours (lower part). The evolution of QC is shown
in Fig. 4. During the first 4 days of the experiment, the QC of all batches
was below 2, as with the control, and no off-odour was detected
(samples in the left part of the PCA). On day 7 the batch inoculated
with B. thermosphacta was characterised by a slightly cheese/foot and
pyrrolidin/sperm odour with a quality index of 2.640.7. After
10 days, most of the panellists judged the sample as spoiled or
strongly spoiled and QC varied from 2.9 4-0.8 to 3.4 4- 0.4 throughout
storage. Sensory rejection (day 10) occurred when the cell number of
B. thermosphacta reached 8-9 log CFU/g. The samples were clustered
in the right part of PCA and mainly characterised by butter/caramel
and sour/fermented off-odours. On the contrary, when B. thermo-
sphacta was co-inoculated with L. piscium, the QC of the product was
below 2 for 38 days and the samples were clearly clustered in the left
part of the PCA, with rice/crustacean odour typical of fresh shrimp.
L. piscium alone did not spoil the product, except on day 38 when very
slight floorcloth odours were detected. The samples were in the same
cluster as L. piscium with B. thermosphacta (Fig. 3) and the QC was
always lower than 2. At the end of the experiments, four judges ate
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Fig. 3. Representation of the evolution of odours of cooked peeled shrimp samples
stored at 8 °C on planes 1-2 of principal component analysis. Lx: L. piscium CNCM I-
4031 at day x; Bx:. B. thermosphacta at day x; LBx, co-inoculated with L. piscium and
B. thermosphacta at day x.

the products inoculated by L. piscium and did not perceive any off-
flavour or acid notes.

3.5. Volatile compounds analysis

The initial TVBN concentration in the control was 10.8 + 0.2 mg-
N/100 g. A slight increase up to 13.7 + 0.7 mg-N/100 g was observed
after 14 days but TVBN concentration decreased on day 24 (1.9+
0.1 mg-N/100 g). The same concentration patterns were observed for
samples inoculated with L. piscium and B. thermosphacta alone or in
mixed culture. The initial TMAO concentration in shrimp was 2.5+
0.1 mg-N/100 g. In the control no TMA was measured throughout the
experiment. B. thermosphacta produced a slight amount of TMA (4.2 4+
0.1 mg-N/100 g) over 14 days. L. piscium alone did not produce TMA
alone or in co-culture with B. thermosphacta (Table 1).

About 72 volatile compounds were detected by SPME/GC-MS and
identified in all batches. The compounds present in the air and saline
diluent and those that were not present in triplicate in studied batches
were eliminated and finally, 23 molecules of interest including ketones,
alcohols, aldehydes and hydrocarbons were taken into consideration
to compare the batches (Table 2). In the control, the concentration
of certain compounds increased or decreased from day 1 to 14 and
new molecules of autolytic origin were also detected. On day 14,

C
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Fig. 2. TTGE fingerprints of the amplified V3 region of 16S rRNA gene of total bacterial DNA extracted from cooked peeled shrimp at different times during storage at 8 °C: (a) day 1,
('b)day 7 and ( ¢) day 14. Lane 1: marker profile (the arrow indicates B. thermosphacta band); lane 2: L. piscium marker; lanes 3-4: sterility control; lanes 5-6: L. piscium batch; lanes

7-8: B. thermosphacta batch; lanes 9-10: mixed culture.
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Fig. 4. Quality coefficient of inoculated cooked peeled MAP shrimp stored at 8 °C. (H)
scores of batches inoculated with L. piscium CNCM 1-4031 alone; (x) B. thermosphacta
CD340 alone; (A) L. piscium and B. thermosphacta. Values are averages of 36 analyses +
standard deviation. Scores higher than 3 are judged as unacceptable.

B. thermosphacta produced 6 new compounds: 2,3 butanedione, 2-
pentanone, 3-hydroxy-2-butanone, 2-pentanol, 3-methyl-1-butanol
and 4-methyl-3-chloro-2-pentanol. A significant increase of ethanol,
3-methyl-1-butanal, 2-methyl-1-butanal and hydrocarbon benzene as
well as the total disappearance of 3-methyl-2-pentanone and 1-butanol
were also noticed. L. piscium produced the same molecule, except 4-
methyl-3-chloro-2-pentanol, and did not consume 1-butanol. The batch
with mixed culture was mainly characterised by a production of
heptanal and the absence of 2-pentanol, cyclopentanol, 3-methyl-1-
pentanol and 2-methyl-1 butanal. Statistical tests showed that 2,3
butanedione, 3-methyl-1-butanol, 4-methyl-3-chloro-2-pentanol, 3-
methyl-1-butanal, 2-methyl-1-butanal and hydrocarbons benzene
were significantly (P<0.05) more concentrated in the batch with B.
thermosphacta, characterised by strong off-odours, than in unspoiled
batches with L. piscium alone or mixed with B. thermosphacta.

3.6. Biogenic amines

In the control after 14 days storage, neither histamine nor spermine
was detected whilst tyramine, putrescine, cadaverine and spermidine
were at very low levels (1.840.1 mg/kg, 1.84+0.2 mg/kg, 4.2+
0.3 mg/kg and 2.840.2 mg/kg respectively). No biogenic amine
production was observed in the batches inoculated by L. piscium and
B. thermosphacta alone and in combination (data not shown).

3.7. Glucose, lactic acid and free amino acid determination

The analysis of substrates or metabolites such as free amino acids,
glucose and lactic acid was performed in order to determine their
possible involvement in the antagonistic mechanism of the protective
L. piscium strain.

Free amino acids profile of tropical cooked peeled shrimp on day 1
(Table 3) showed a high level content of proline (3178 4252 mg/kg),
arginine (3149 4+ 132 mg/kg) and glycine (2575 4+ 64 mg/kg) respec-
tively. On the other hand, aspartic acid, ornithine, threonine, isoleucine

Table 1

and phenylalanine were found in weak concentration (lower than
90 mg/kg). Cysteine, methionine and tryptophan were not detected.
After 14 days of storage, a statistically significant difference in iso-
leucine concentration, in term of consumption, was established be-
tween batch inoculated with B. thermosphacta and non-inoculated
batch (Table 3).

Mean carbohydrate concentration in Penaeus vannamei shrimp,
probably corresponding to glucose, as demonstrated by Fall et al.
(2010a), was 0.52 4-0.04%. L. piscium consumed sugar very quickly,
with concentration dropping to 0.36 4+ 0.00 and 0.16 £ 0.03% in 1 and
3 days respectively and then remaining at this level until 31 days. The
same values (no significant difference) were observed in co-culture.
B. thermosphacta alone also consumed glucose, total consumption
being observed on day 7 (0.13 4 0.02%). pH and L-lactate production
are shown in Fig. 5. No acetic acid was detected in the samples. Shrimp
is naturally rich in lactate (16804 60 mg/kg). Both L. piscium and
B. thermosphacta produced L-lactate. The maximum concentration
observed was 35304 130 mg/kg, corresponding to an increase of
1850 mg/kg, after 3 and 10 days respectively for L. piscium and
B. thermosphacta, although a fall on day 7 for B. thermosphacta was
observed. In co-inoculated batches, lactate concentration reached
55104180 mg/kg on day 7, representing a production of 38304
225 mg/kg, which is far higher than the addition of L. piscium and
B. thermosphacta production. Thereafter the concentration in the co-
inoculation batch was the same as with L. piscium alone. The mean pH
value of the sterile shrimp was constant (6.56 4+ 0.02) throughout the
experiment. A rapid drop in pH to 6.05+0.11 in 3 days was observed
in batches inoculated with L. piscium alone or in co-culture. A similar
variation was also noticed after day 10 with B. thermosphacta (Fig. 5).

In order to assess the effect of lactate produced by L. piscium on the
inhibition of B. thermosphacta, the growth of the latter was monitored
in the presence of the maximum lactate concentration produced by
the protective strain (1850 mg/kg) and compared to growth without
the addition of lactate. No significant difference was observed for the
growth of B. thermosphacta under these two conditions (data not
shown).

4. Discussion

In this study, the growth of L. piscium CNCM I-4031 and the
spoilage microorganism B. thermosphacta in cooked peeled shrimp at
8 °C as well as the effect of their metabolites on sensory quality was
evaluated. This temperature was chosen because it feigns the
temperature usually observed in consumer's fridge. Moreover, the
protocol of shelf-life validation for cooked/peeled shrimp stored
under MAP, in the French good manufacturing and hygienic practise
guide, always includes a period at 8 °C. The rapid growth of L. piscium
and B. thermosphacta corroborates the fact that these two bacteria are
psychrotrophic and can catabolise shrimp meat substrates for their
growth.

Adaptation of B. thermosphacta in such matrixes has been already
demonstrated by Laursen et al. (2006), as an increase from less than 1
log CFU/g to 4.5 log CFU/g after 10 days at 5 °C was observed in Nordic
cooked shrimp. Mejlholm et al. (2005) also proved that B. thermosphacta

Concentration of total volatile basic nitrogen (TBVN) and trimethylamine (TMA) (mg-N/100 g) in cooked peeled shrimp stored at 8 °C. Values are averages of three analyses +

standard deviation.

Days TVBN TMA

1 7 14 24 31 1 7 14 24 31
Control 10.8+0.2 105+1.3 13.7+0.7 1.9+0.1 nd nd 0+0.0 0+0.0 0+0.0 nd
L. piscium 9.1+0.7 9.8+15 9.5+0.2 3400 1.8+0.1 nd 0.98+0.8 1.8+0.5 0+0.0 0.6+0.0
Bt 6.6+0.5 9.7+05 141+13 27+04 14+0.5 nd 1.7+04 42+0.1 0.2+0.0 1.2+0.1
L. piscium + Bt 10.5+04 8.7+0.1 11.9+27 1.6+0.3 39403 nd 0+0.0 1.8+05 0.2+0.0 0.6+0.0

nd not determined.
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Table 2
Volatile compounds identified in tropical cooked peeled shrimp inoculated with L. piscium CNCM 1-4031 and B. thermosphacta CD340 in pure and mixed culture and stored under
modified atmosphere at 8 °C after 1 day and 14 day.

Volatile compound Retention time Day 1 Day 14

Control Control L. piscium Bt L. piscium + Bt
Ketones
2,3-Butanedione 5.07 nd nd®<d 6.2+£0.0%4 6.7+£0.0 ¥4 6.4+0.0%P¢
2-Pentanone 5.15 nd nd®< 6.440.2 65403 6.140.2
3-Hydroxy-2-butanone 7.75 nd nd®<d 6.6+0.6 6.8+0.7 62402
3-Methyl-2-pentanone 5.21 6+0.0 5.7 £0.0>cd nd? nd? nd?
Alcohols
Ethanol 3.84 6.8+0.1 6.8£0.15¢ 6.8+0.1 7.2+£0.1%° 73+£0.1%P
2-Pentanol 413 5.740.0 nd®<d 5.5+0.0*¢ 5.5+0.00%¢ nd>¢
1-Butanol 6.72 5.6+0.2 5.14£0.9%¢ 5.4+0.1¢¢ nd 6.4+0.135¢
1-Penten-3-ol 7.16 51+0.1 5.8+0.1 53+£0.2%¢ 5.840.014 5.6+£0.4%¢
Cyclopentanol 7.51 nd 5.8+0.24 5.4+0.1%4 60204 nd®¢
4-Pentenol 10.3 6.1+0.0 58+03 59+0.2 62+0.0 6.1+0.1
3-Methyl-1-butanol 8.53 nd nd®< 6.7 £0.0<4 7240004 nd®¢
4-Methyl-3-cholro 2-pentanol 10.03 nd nd®<d nd® 5.340.3%0d nd®
Aldehydes
3-Methyl-1-butanal 6.44 nd 5.840.0° 6.540.7° 7 +0.03P4 6+0.2¢
2-Methyl-1-butanal 6.66 nd 5.6+ 0.0>cd 6.3+0.0%4 6.7 +0.0*>¢ nd®P<
Heptanal 7.52 nd nd®<d nd¢ nd¢ 5.9+0.3%0¢
Pentanal 7.59 5400 51+£0.0 53402 51+£0.0 49400
Hydrocarbons
Benzene 6.54 6.440.2 5.5+ 0.2>cd 6.140.8%¢ 6.540.8%d 6.241.2%¢
3,3-Dimethyl-hexane 9.04 6.1+0.1 6.7+0.1 6.8+0.1 6.8+0.1 6.8+£0.2
4-Methyl-heptane 9.13 nd 58402 57+0.1 6+0.1 59+0.1
2,3,4-Trimethyl-pentane 8.86 5.8+0.1 63+0.1 6.5+0.7 6.5+0.1 6.5+0.0
3,3-Dimethyl-octane 12.55 nd 4.8+0.1 48+0.1 540.0 49+0.2
2,2,5-Trimethyl-hexane 9.71 nd 4.7+0.1 48+0.1 48+0.0 49+0.1
2,2,4 Trimethyl heptane 12.14 nd 5+0.1 51+0.1 52+00 55+0.1

Values are averages + standard deviation of log (peak area/g). n=3.

nd: not detected.

Indicates statistically significant difference of mean compared to control at day 14.
"Indicates statistically significant difference of mean compared to L. piscium at day 14.
‘Indicates statistically significant difference of mean compared to B. thermosphacta at day 14.
dIndicates statistically significant difference of mean compared to mixed culture at day 14.

can reach 8 log CFU/g in cooked peeled Nordic shrimp stored at 2, 5 and
8 °C. As shown previously by Fall et al. (2010b), L. piscium confirmed its
adaptation on shrimp and its colonisation during the storage was also

demonstrated using the TTGE technique. TTGE or DDGE was useful for
monitoring protective flora, as shown by Vasilopoulos et al. (2010) in
cooked ham stored under MAP. TTGE also permitted the detection of

Table 3
Free amino acids content (mg/kg) in all batches of tropical cooked peeled shrimp stored at 8 °C after 1 day and 14 days. Values are averages of three analysis 4 standard deviation.

Amino acid Day 1 Day 14

Control Control L. piscium Bt L. piscium + Bt
Taurine 189.7+0.6 186.7 £1.5° 189.3 £2.1° 194.7 +5.7*4 187 £4.3¢
Aspartic acid 19.3+1.1 19.3+0.6¢ 203+1.5¢ 25.3 4 1.5%04 19.7 +£1.5¢
Threonine 83.7+7.2 70.7 £23¢ 82.3 4+ 54 89+9.2¢ 94.7 4 1.5%0<
Serine 101.7+5.7 98.7+7.64 101.7 £3.1¢ 93+5.34 104.7 +0.6%P€
Asparagine 175.7+6.6 170+13.1 168+9 158 +7 173.3+6.4
Glutamic acid 290.7+16.6 288.7 +7.1bcd 314 + 14,134 341.7 +13.6*P4 3357 £9.13b¢
Glutamine 627.34+155 581.7+57 527 +43.7 566.4 +30.6 54134238
Proline 3178 £252.7 3147.3 £88.5¢ 3294 + 144°¢ 34314 129.534 3351.7£53.1¢
Glycine 2575 4 64.5 2461.3 4 56.3%¢ 2501 +17.1%4 2583 4+21.3%>4 2552.3 4 47.7*P<
Alanine 860 + 39 843.7 £22.3¢ 814 +26.2¢ 888.3+61.5%> 844.33 +24.5¢
Valine 148.3+85 1444111 141+£85 147 £6.2 143.7+£25
Isoleucine 81.7+5.1 80.3 +4.9° 743 +6° 69 & 4.3%0d 73.7+0.6°
Leucine 158 4+7.9 150.3 +5.7 148 +8.5 1443 +76 150.7 +1.1
Tyrosine 134.3+9.4 130.6+£11.6 125.7+9.7 136+9.2 131.3+6.5
Phenylalanine 873455 87+6 833+38 86+3.6 83.7+2.1
Histidine 132.7+£10.5 130+ 12.1¢ 129.7 £5.1¢ 149.3 +1.13>4 168 +6°
Ornithine 29.7 421 30.7+£2.1 29.7+38 323432 3341
Lysine 290.7+16.8 272.7+33.1 253+14.8 279.7 +21 2717423
Arginine 31493 +1325 3042 & 65.5><4 3240.3 +82° 3259.4+139.6% 3283.3+98°

Indicates statistically significant difference of mean compared to control at day 14.
PIndicates statistically significant difference of mean compared to L. piscium at day 14.
“Indicates statistically significant difference of mean compared to B. thermosphacta at day 14.
YIndicates statistically significant difference of mean compared to mixed culture at day 14.
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Fig. 5. L-lactic acid (dotted line) and pH (solid line) evolution in peeled and cooked
shrimp packed under modified atmosphere and stored at 8 °C. (—) Non inoculated; (M)
inoculated with L. piscium CNCM 1-4031 alone; (X) B. thermosphacta CD340 alone; (A)
co-inoculated with L. piscium and B. thermosphacta. Values are averages of three
analyses + standard deviation.

B. thermosphacta on day 7 before rejection of the samples by the sensory
panel, and thus could be used as an alternative detection method for
spoiling microbial indicators. In co-culture, species representing less
than 1% of the total community are not visible in TTGE profiles (Muyzer
et al,, 1993; Ogier et al.,, 2002). Although not quantitative, the results
obtained in co-culture (absence of B. thermosphacta and presence of
L. piscium fingerprints) demonstrated the efficiency of this technique by
revealing the inhibition of one bacterial population by another.

When growing, the metabolic activity of B. thermosphacta spoiled
the product with the emission of off-odours. TMA resulting from the
bacterial reduction of TMAO under anaerobic condition and TVBN are
often used as spoilage indicators for fish and seafood products. The
production of these compounds by B. thermosphacta was not
significant in shrimp, as it has already been shown in cold-smoked
salmon by Stohr et al. (2001). These compounds were found to be
poor quality indices for naturally contaminated cooked shrimp
(Dalgaard and Jorgensen, 2000; Mejlholm et al., 2005) and for raw
peeled royal shrimp Penaeus kerathurus (Sadok et al., 2004). The low
initial level of TMAO in topical shrimp may explain the weak
production of TMA observed in this study, both by the Conway and
SPME-GC-MS. Contrary to what has been determined for other
seafood products (Jorgensen et al., 2000; Veciana-Nogues et al., 1997),
biogenic amines could not be retained as spoilage indicators since
they were not produced by B. thermosphacta at the time of rejection.
The same observations were made by Mejlholm et al. (2005).

The strong butter/caramel off-odour detected in our study has also
been attributed to B. thermosphacta by Laursen et al. (2006) and
Mejlholm et al. (2005) after ten days storage at 5 °C in cooked, peeled
Nordic shrimp. This off-odour is usually correlated to diacetyl
production (2,3-butanedione) whose production was significantly
higher in the batch inoculated with B. thermosphacta than in the
batches in which L. piscium was present and which were not rejected
by the panel. For Laursen et al. (2006), in addition to diacetyl, other
volatile compounds like 3-methyl-1-butanal and 3-methyl-1-butanol
may explain the formation of off-odours by B. thermosphacta. In our
study, these two compounds were also over-produced in batches
inoculated by B. thermosphacta. 2,3-butanedione and 3-methyl-1-
butanol stem from the pyruvate metabolism, whereas for Carnobac-
terium spp. and E. coli (Connor et al., 2010; Larrouture-Thiveyrat and
Montel, 2003) 3-methyl-1 butanal is known to stem from leucine
metabolism, one of the main amino acids measured in shrimp (Fall
et al., 2010a). It is however notable to observe that these 3 volatile
compounds, although in lesser quantity, were also produced in the
batches inoculated by L. piscium without the detection of any off-
odours. Concentration of these molecules was not measured and the
relation with the sensory perception remains unknown. These
metabolites were probably under the olfactory threshold in the case
of L. piscium and thus not detected by the sensory panel. It is likely that

4-methyl-3-chloro-2-pentanol, which is only produced by B. thermo-
sphacta, and the production of ethanol, 1-penten-3-ol, cyclopentanol,
2-methyl-1-butanal and hydrocarbons benzene that are significantly
greater in B. thermosphacta compared to other batches on day 14,
could participate in the off-odours of the products. All these
compounds, except for cyclopentanol and 4-methyl-3-chloro-2-
pentanol, were identified previously by Laursen et al. (2006) and
Vasilopoulos et al. (2010) in cooked peeled MAP shrimp and cooked
ham inoculated with B. thermosphacta. The production of 2-hepta-
none and 2-hexanone by B. thermosphacta in cold-smoked salmon,
leading to blue cheese off-odour (Joffraud et al., 2001) has not been
shown in shrimp.

The production of diacetyl has been associated with the aerobic
metabolism of B. thermosphacta (Dainty et al., 1979; Laursen et al.,
2006; Leroy et al., 2009; Pin et al., 2002). In our study after the first
day of incubation at 8 °C, the concentration of CO, decreased to 25%
due to absorption in the shrimp flesh (the relation between CO, in the
packaging gas and in the headspace at equilibrium at 8 °C predicts 35%
with a 2/1 gas/fish ratio and 25% with 1/1). This phenomenon was
followed by an alternate increase and decrease that has already been
observed by Mejlholm et al. (2005) and could be linked to the
fermentative metabolism of the strains and permeability of the
packaging film. Some authors suggested that higher CO, concentra-
tion in MAP could reduce the spoilage potential of B. thermosphacta in
cooked peeled shrimp (Laursen et al., 2006), however, higher
concentrations lead to acidic taste. Our study showed that at 8 °C an
atmosphere of 50% C0O,-50% N, without O, was not efficient enough
to limit the production of butter-like off-odours. However it has been
shown for other bacteria such as Listeria monocytogenes that at lower
temperature (2 °C), the solubility of CO, combined to the effect of the
temperature was more efficient to reduce its growth in cooked MAP
shrimp (Mejlholm et al, 2005). Additional hurdles such as the
protective bacteria L. piscium CNCM [-4031 delayed the undesirable
sensory changes caused by B. thermosphacta and led to extending the
shelf-life of cooked peeled shrimp. The effectiveness of L. piscium as a
protective culture was demonstrated in a previous study for 21 days
storage (Fall et al., 2010a) and is confirmed here for 31 days storage
with no adverse effects on sensory quality of the biopreserved
product. In the samples inoculated with L. piscium, the volatile com-
pounds detected were similar to those inoculated with B. thermo-
sphacta, but with a significantly lower amount for most of them.
Diacetyl is an end product of the citric acid metabolism of LAB,
including species belonging to the genus Lactococcus (Bartowsky,
2009; Jay, 1982) and this property is often used in the food industry
for generating buttermilk flavour. In shrimp however, the production
of diacetyl by L. piscium was not detected by smell or taste. The drop in
pH and in lactic acid production by the lactic protective strain was not
considered negative by the panel and the absence of TVBN, TMA and
biogenic amine production confirmed the neutrality of the protective
strain on this product. The absence of histamine and tyramine is also
an important positive point for food applications.

B. thermosphacta was inhibited by L. piscium by more than 3 log
CFU/g. Laursen et al. (2006) failed to demonstrate the efficacy of
Carnobacterium maltaromaticum cluster L as a protective culture on
the sensory quality of cooked peeled MAP shrimp inoculated with B.
thermosphacta, although positive results had been obtained in a Petri
dish. To our knowledge, no extension of shelf-life has been obtained in
shrimp by using biopreservation technology. Al Dagal and Bazaraa
(1999) had little success with Bifidobacterium breve on either whole or
peeled Penaeus sp. at 0 °C. Einarsson and Lauzon (1995) extended the
shelf-life of brine P. borealis with crude extract of bacteriocins
(bavaricin A and nisin Z), but did not test for live bacteria. Most
of the promising studies concerning the specific inhibition of
B. thermopshacta by LAB have been performed on meat products.
Castellano et al. (2010), Vasilopoulos et al. (2010) and Vermeiren et al.
(2006a,b) have successfully improved the shelf-life of different meat
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products with selected Leuconostoc carnosum and Lactobacillus sakei
strains that inhibited B. thermosphacta but the application was limited
due to acidic flavours in the inoculated products. Despite a glucose
concentration close to those of certain cooked meat products, the final
pH in shrimp inoculated by the protective L. piscium strain remains
higher than in meat (5.9 versus 5.2 to 5.8), probably due to the higher
initial pH and higher buffering capacity of shrimp meat. The
antimicrobial activity mechanism of L. piscium against B. thermo-
sphacta has not yet been elucidated. Previous works rejected the
hypothesis of bacteriocin production (Matamoros et al., 2009a) and
pH diminution (Fall et al., 2010a). The current study shows that each
strain produces equivalent amounts of lactic acid when their bacterial
population is maximal. The same results were observed by Vermeiren
et al. (2006a) and Vasilopoulos et al. (2010) when comparing the
lactic acid production of protective LAB and B. thermosphacta in
cooked ham and meat model media. The results of B. thermosphacta
growth in the presence of lactic acid confirmed that the antagonism of
L. piscium is not only due to lactic acid production and that nutrient
competition may be involved. Indeed, the rapid use of glucose by the
L. piscium strain in shrimp coincided with the termination of B.
thermosphacta development. Glucose competition has already been
demonstrated in the inhibition of L. monocytogenes by a strain of C.
maltaromaticum (Nilsson et al., 2005). On the other hand, Vermeiren
et al. (2006a) claimed that the inhibition between B. thermosphacta
and L. sakei could not be due to glucose consumption since the
antagonistic effect was equivalent in model media with both high and
low glucose content. Concerning amino acid consumption that was
assessed at day 14 when the population level of the two bacteria was
stable and the maximal inhibition obtained, the current study shows
that, except for isoleucine that is consumed by B. thermosphacta, none
of the 19 compounds analysed was used by any of the two strains. For
B. thermosphacta these results are in agreement with those of Laursen
et al. (2006) for arginine, ornithine and tyrosine but the consumption
of leucine observed in Nordic shrimp stored at 5 °C was not recorded
here. However, it is clear that the antagonistic mechanism of L. piscium
is not linked to a competition for free amino acids. Further studies on
nutrient competition for other nutrients such as nucleotides or
vitamins are currently in progress in our laboratory, using chemically
defined model media. It is not excluded that the quorum sensing
phenomenon may also be involved. The inhibition of B. thermosphacta
may explain the extension of sensory shelf-life of naturally contam-
inated shrimp observed by Matamoros et al. (2009a). The study of the
effect of environmental parameters (MAP, temperature, etc.)
influencing the protective effect of L. piscium will be also required in
order to improve the use of protective cultures in shrimp and other
seafood products, in combination with product formulations and
processes.

Acknowledgements

The authors are grateful to Frédérique Chevalier for her assistance
in experiment preparation.

References

Al Dagal, M.M., Bazaraa, W.A., 1999. Extension of shelf life of whole and peeled shrimp
with organic acid salts and bifidobacteria. Journal of Food Protection 62, 51-56.

Bartowsky, E.J., 2009. Bacterial spoilage of wine and approaches to minimize it. Letters
in Applied Microbiology 48, 149-156.

Castellano, P., Gonzdlez, C., Carduza, F., Vignolo, G., 2010. Protective action of
Lactobacillus curvatus CRL705 on vacuum-packaged raw beef. Effect on sensory
and structural characteristics. Meat Science 85, 394-401.

Connor, M.R,, Cann, AF,, Liao, ].C.,, 2010. 3-Methyl-1-butanol production in Escherichia
coli: random mutagenesis and two-phase fermentation. Applied Microbiology and
Biotechnology 86, 1155-1164.

Conway, EJ., Byrne, A., 1933. An absorption apparatus for the micro-determination of
certain volatile substances. I. The micro-determination of ammonia. Biochemical
Journal 27, 419-429.

Dainty, R.H., Shaw, B.G., Charmaigne, D., Harding, C., Michanie, S., 1979. The spoilage of
vacuum-packed beef by cold tolerant bacteria. In: Russell, A.D., Fuller, R. (Eds.),
Cold Tolerant Microbes in Spoilage and the Environment. Academic Press, London,
pp. 83-100.

Dalgaard, P., Jorgensen, L.V., 2000. Cooked and brined shrimps packed in a modified
atmosphere have a shelf-life of >7 months at 0 °C, but spoil in 4-6 days at 25 °C.
International Journal of Food Science and Technology 35, 431-442.

Dalgaard, P., Vancanneyt, M., Euras Vilalta, N., Swings, J., Fruekilde, P., Leisner, J.J., 2003.
Identification of lactic acid bacteria from spoilage associations of cooked and brined
shrimps stored under modified atmosphere between 0 °C and 25 °C. Journal of
Applied Microbiology 94, 80-89.

Diop, M.B., Dubois-Dauphin, R., Destain, J.,, Tine, E., Thonart, P., 2009. Use of a nisin-
producing starter culture of Lactococcus lactis subsp. lactis to improve traditional
fish fermentation in Senegal. Journal of Food Protection 72, 1930-1934.

Dubois, M., Gilles, K.A., Hamilton, J.K,, Rebers, P.A., Smith, F., 1956. Method for
determination of sugars and related substances. Analyse Chemistry 28, 350-356.

Duflos, G., Dervin, C., Malle, P., Bouquelet, S., 1999. Relevance of matrix effect in
determination of biogenic amines in plaice (Pleuronectes platessa) and whiting
(Merlangus merlangus). Journal of AOAC International 82, 1097-1101.

Einarsson, H., Lauzon, L., 1995. Biopreservation of brined shrimp (Pandalus borealis) by
bacteriocins from lactic acid bacteria. Applied and Environmental Microbiology 61,
669-676.

Fall, P.A,, Leroi, F., Cardinal, M., Chevalier, F,, Pilet, M.F., 2010a. Inhibition of Brochothrix
thermosphacta and sensory improvement of tropical peeled cooked shrimp by
Lactococcus piscium CNCM [-4031. Letters in Applied Microbiology 50, 357-361.

Fall, P.A,, Leroi, F.,, Chevalier, F., Guérin, C.,, Pilet, M.F., 2010b. Protective effect of a non-
bacteriocinogenic Lactococcus piscium CNCM 1-4031 strain against Listeria mono-
cytogenes in sterilized tropical cooked peeled shrimp. Journal of Aquatic Food
Product Technology 19, 84-92.

Greer, G.G., Dilts, B.D., 2006. Control of meatborne Listeria monocytogenes and
Brochothrix thermosphacta by a bacteriocinogenic Brochothrix campestris ATCC
43754. Food Microbiology 23, 785-790.

Huis in't Veld, J.H.J., 1996. Microbial and biochemical spoilage of foods: an overview.
International Journal of Food Microbiology 33, 1-18.

ISO, International Organization for Standardization, 2003. Sensory Analysis-Method-
ology — General Guidance for Establishing a Sensory Profile, [SO 13299, Geneva,
Switzerland.

Jaffrés, E., Sohier, D., Leroi, F., Pilet, M.F., Prévost, H., Joffraud, ].J., Dousset, X., 2009. Study
of the bacterial ecosystem in tropical cooked and peeled shrimps using a polyphasic
approach. International Journal of Food Microbiology 131, 20-29.

Jay, J.M., 1982. Antimicrobial properties of diacetyl. Applied and Environmental
Microbiology 44, 525-532.

Joffraud, ].J., Leroi, F., Roy, C., Berdagué, ].L., 2001. Characterisation of volatile
compounds produced by bacteria isolated from the spoilage flora of cold-smoked
salmon. International Journal of Food Microbiology 66, 175-184.

Jorgensen, L.V., Dalgaard, P., Huss, H.H., 2000. Multiple compound quality index for cold-
smoked salmon (Salmo salar) developed by multivariate regression of biogenic
amines and pH. Journal of Agricultural and Food Chemistry 48, 2448-2453.

Larrouture-Thiveyrat, C., Montel, M.C., 2003. Effects of environmental factors on leucine
catabolism by Carnobacterium piscicola. International Journal of Food Microbiology
81,177-184.

Laursen, B.G., Leisner, ].J., Dalgaard, P., 2006. Carnobacterium species: effect of metabolic
activity and interaction with Brochothrix thermosphacta on sensory characteristics
of modified atmosphere packed shrimp. Journal of Agricultural and Food Chemistry
54, 3604-3611.

Leroy, F., Vasilopoulos, C., Van Hemelryck, S., Falony, G., De Vuyst, L., 2009. Volatile
analysis of spoiled, artisan-type, modified-atmosphere-packaged cooked ham
stored under different temperatures. Food Microbiology 26, 94-102.

Matamoros, S., Leroi, F., Cardinal, M., Gigout, F., Chadli, F.K,, Cornet, J., Prevost, H., Pilet,
M.E., 2009a. Psychrotrophic lactic acid bacteria used to improve the safety and
quality of vacuum-packaged cooked and peeled tropical shrimp and cold-smoked
salmon. Journal of Food Protection 72, 365-374.

Matamoros, S., Pilet, M.F., Gigout, F., Prevost, H., Leroi, F., 2009b. Selection and
evaluation of seafood-borne psychrotrophic lactic acid bacteria as inhibitors of
pathogenic and spoilage bacteria. Food Microbiology 26, 638-644.

Mataragas, M., Drosinos, E.H., Metaxopoulos, J., 2003. Antagonistic activity of lactic
acid bacteria against Listeria monocytogenes in sliced cooked cured pork shoulder
stored under vacuum or modified atmosphere at 4 + 2 °C. Food Microbiology 20,
259-265.

Mejlholm, O., Boknaes, N., Dalgaard, P., 2005. Shelf life and safety aspects of chilled
cooked and peeled shrimps (Pandalus borealis) in modified atmosphere packaging.
Journal of Applied Microbiology 99, 66-76.

Mejlholm, O., Kjeldgaard, J., Modberg, A., Vest, M.B., Baknas, N., Koort, ., Bjérkroth, J.,
Dalgaard, P., 2008. Microbial changes and growth of Listeria monocytogenes during
chilled storage of brined shrimp (Pandalus borealis). International Journal of Food
Microbiology 124, 250-259.

Muyzer, G., Dewaal, E.C, Uitterlinden, A.G., 1993. Profiling of complex microbial
population by denaturing gradient gel-electrophoresis analysis of polymerase
chain reaction-amplified genes-coding for 16S ribosomal RNA. Applied and
Environmental Microbiology 59, 695-700.

Nilsson, L., Hansen, T.B., Garrido, P., Buchrieser, C., Glaser, P., Knochel, S., Gram, L.,
Gravesen, A., 2005. Growth inhibition of Listeria monocytogenes by a nonbacter-
iocinogenic Carnobacterium piscicola. Journal of Applied Microbiology 98, 172-183.

Ogier, ].C., Son, 0., Gruss, A., Tailliez, P., Delacroix-Buchet, A., 2002. Identification of the
bacterial microflora in dairy products by temporal temperature gradient gel
electrophoresis. Applied and Environmental Microbiology 68, 3691-3701.

Please cite this article as: Fall, P.A,, et al., Sensory and physicochemical evolution of tropical cooked peeled shrimp inoculated by Brochothrix
thermosphacta and Lactococcus pis..., Int. J. Food Microbiol. (2011), doi:10.1016/].ijffoodmicro.2011.07.015



http://dx.doi.org/10.1016/j.ijfoodmicro.2011.07.015

P.A. Fall et al. / International Journal of Food Microbiology xxx (2011) Xxxx-xxx 9

Pin, C, Garcia de Fernando, G.D., Ordonez, ].A., 2002. Effect of modified atmosphere
composition on the metabolism of glucose by Brochothrix thermosphacta. Applied
and Environmental Microbiology 68, 4441-4447.

Pridmore, R.D., Pittet, A.C., Praplan, F., Cavadini, C., 2008. Hydrogen peroxide production
by Lactobacillus johnsonii NCC 533 and its role in anti-salmonella activity. FEMS
Microbiology Letters 283, 210-215.

Sadok, S., Abdelmoulah, A, El Abed, A., 2004. Combinated effect of sepia soaking and
temperature on the shelf life of peeled shrimp Penaeus kerathurus. Food Chemistry
88, 115-122.

Smith, L., Mann, J.E., Harris, K., Miller, M.F., Brashears, M.M., 2005. Reduction of
Escherichia coli 0157:H7 and salmonella in ground beef using lactic acid bacteria
and the impact on sensory properties. Journal of Food Protection 68, 1587-1592.

Stohr, V., Joffraud, J.J., Cardinal, M., Leroi, F., 2001. Spoilage potential and sensory profile
associated with bacteria isolated from cold-smoked salmon. Food Research
International 34, 797-806.

Vasilopoulos, C., De Mey, E., Dewulf, L., Paelinck, H., De Smedt, A., Vandendriessche, F.,
De Vuyst, L., Leroy, F., 2010. Interactions between bacterial isolates from modified-
atmosphere-packaged artisan-type cooked ham in view of the development of a
bioprotective culture. Food Microbiology 27, 1086-1094.

Veciana-Nogues, M.T., Marine Font, A., Vidal-Carou, M.C.,, 1997. Biogenic amines as
hygienic quality indicators of tuna. Relationships with microbial counts, ATP-
related compounds, volatile amines, and organoleptic changes. Journal of
Agricultural and Food Chemistry 45, 2036-2041.

Vermeiren, L., Devlieghere, F., Debevere, J., 2006a. Co-culture experiments demonstrate
the usefulness of Lactobacillus sakei 10A to prolong the shelf-life of a model cooked
ham. International Journal of Food Microbiology 108, 68-77.

Vermeiren, L., Devlieghere, F., Vandekinderen, 1., Rajtak, U., Debevere, ]., 2006b. The
sensory acceptability of cooked meat products treated with a protective culture
depends on glucose content and buffering capacity: a case study with Lactobacillus
sakei 10A. Meat Science 74, 532-545.

Please cite this article as: Fall, P.A,, et al., Sensory and physicochemical evolution of tropical cooked peeled shrimp inoculated by Brochothrix
thermosphacta and Lactococcus pis..., Int. J. Food Microbiol. (2011), doi:10.1016/j.ijfoodmicro.2011.07.015



http://dx.doi.org/10.1016/j.ijfoodmicro.2011.07.015

Chapitre ||

| mpacts des parametres physico-chimiques sur la
croissance des souches de Lactococcus piscium
CNCM 1-4031et Brochothrix thermosphacta
CD340 et modélisation des interactions entre ces

souches

2-1 Influence of temperature, pH and NaCl concentrationron maximal growth rate of
Brochothrix thermosphacta and a bioprotective bacterial actococcus piscium
CNCM 1-4031.

Publication : Leroi, F., Fall, P.A., Pilet, M.F.h€valier, F., Baron, R., 2011. Food Control

soumise

2-2 Effet delavariation des paramétr es physico-chimiques et du taux d’inoculum initial
de Lactococcus piscium CNCM 1-4031 sur la croissance de Brochothrix thermosphacta et

sur la qualité organoleptique des crevettes cuits décortiquées.



2-1 Influence of temperature, pH and NaCl concentration on maximal
growth rate of Brochothrix thermosphacta and a bioprotective bacteria
Lactococcus piscium CNCM 1-4031

Publication : Leroi, F., Fall, P. A., Pilet, M.F., Chevdlier, F., Baron, R., 2011.

Food Control, soumise.



Chapitre 1I- partie 1

Introduction

La microbiologie prévisionnelle vise a prévoir lengportement bactérien dans des
environnements changeants par le biais d’outilshérmaatiques. Pour certains produits
comme les produits de la mer, propices au développt de bactéries pathogénes et
altérantes, posséder un outil qui permet de prddireomportement de ces dernieres est
essentiel pour en assurer la sécurité et la quéldds la littérature, beaucoup de modeles
prédictifs existent, pour la plupart destinés auli® de bactéries pathogénes telles lque
monocytogenegAugustin et Carlier, 2000; Delignette-Mullet al, 2006; Mejlholmet al,
2010) ouV. parahaemolyticugYang et al, 2009). En revanche, peu de données sont
disponibles sur le comportement des bactéries édalon. Néanmoins pourB.
thermosphactacertains auteurs (Barangt al(1996); Mc Clureet al. (1993); Zhouet al.
(2009) ont développé des modeles permettant der@rédn comportement en fonction de
guelques parametres environnement&uthermosphactaagent altérant majeur de la viande,
a eté recemment identifie comme altérant de laettexuite décortiquée (Jaffresal, 2009;
Laursenet al, 2006). Dans le chapitre précédent, I'activitdraidrobienne de.. pisciumsur

B. thermosphacta été démontrée sur la crevette décortiquée ddaas le but d’optimiser
cet effet, cette présente étude est menée afinétigntiner le comportement de ces deux
bactéries en fonction des paramétres physico-chiesiq(T°, pH, NaCl). L'approche
modulaire du gamma concept (Zwieteriagal,. 1996-) a été utilisée pour la prédiction de
leur comportement. L’effet de chaque facteur anédéélisé en milieu liquide puis le modéle
final a été adapté et validé pour la matrice ctevetiite décortiquée. In fine, les résultats
obtenus permettront de déterminet spisciumest mieux adapté a la matrice crevette ue
thermosphacta ce qui lui confererait un avantage écologiquemattant d’expliquer
partiellement les interactions observées. Paruafllela connaissance des combinaisons de
parameétres physico-chimiques favorables au développt del. pisciumet/ou limitantes
pourB. thermosphactaourront servir pour optimiser le procédé de kdgprvation.

Les deux souches ont été ensemencées sur miligarifodifié a différentes températures (0
a 35°C), pH (4.6 a 7.4) et taux de NaCl (0 a 8Day/kc des incrémentations de 5°C pour la
température, 0,2 pour le pH et 2 g/l pour le séladqiie facteur a été étudié séparément en
fixant les valeurs des autres parametres a leumapt. Les croissances ont été réalisées en
microplaques avec un lecteur automatisé de dewogt§ue (BIOSCREEN). Le taux de
croissance maximum des bactéries Q1 a été déterminé par la technique des dilutions

successives et la corrélation du temps de déteetien le logarithme népérien du nombre
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initial de cellules inoculées. Pour compléter led&le et 'adapter a la matrice crevette, des
expérimentations ont ensuite été réalisées surettesvinoculées avek. pisciumou B.
thermosphacteen faisant varier le taux de sel, le pH et la térapure afin de valider ce

modele.

Principaux résultats

Les tests de croissance en milieu Elliker modifigntrent queB. thermosphactast capable
de pousser en absence de NaCl et supporte uneitquaakimale de NaCl de 62 g/l. Son
optimum est estimé a 7 g/l mais cette quantitégriante pas de facon trés importante g
(0,95 et 0,98 1 respectivement pour 0 et 7 g/l de sBl)thermosphactast psychrotolérant
car capable de croitre a des températures treaspsavant atteindre des valeurs négatives (-
3,4°C), avec un optimum a 27°C. Au dela de cettetd, le taux de croissance décroit de
maniere drastique et aucune croissance n’'est dseaw-dela de 31°C. Son pH optimum est
est de 7,1 et aucune croissance n'est observés ahHilénférieurs a 4,8. S’'agissant e
piscium la méme aptitude a pousser en absence de NaGio&st avec cependant un
optimum a 5 g/l mais qui, comme poBr thermosphactan’a que peu d’incidence sur la
valeur de pax Le taux de NaCl maximal est évalué a 23 g/l deegtitrois fois plus faible
qgue celui observée pol. thermosphacta.. pisciumprésente un caractére psychrotolérant
plus marqué quB. thermosphactaavec une température minimale de croissance G4
un optimum a 23°C et une température maximale saoise de 27°C. Son pH optimum est
proche de la neutralité (7,1) et le pH minimum a&sine valeur de 4,8. Malgré des valeurs
cardinales assez similairds, pisciumpousse beaucoup moins vite ddlethermosphactaur
milieu Elliker (umax respectivement 0,62 et 1,08")h Deux expériences en crevettes ont
permis de déterminer le taux optimum de croissgngg dans cette matrice. Il sS’avere que
pour ce produit, g, qui est donc le taux de croissance sur crevetigenu pour les valeurs
optimales de température, sel et pH déterminéeségeenment, est plus fort pous.
thermosphactaque pourL. piscium (respectivement 0,64 het 0,46 H). Ces résultats
montrent une adaptation un peu meilleure, aux ¢mmdi optimales, dB. thermosphacta la
crevette cuite par rapportla piscium La qualité de prédiction du modéle est estimadaa
valeur du facteur biais, qui est de 0,98 et 0,6urp®. thermosphactaet L. piscium
respectivement. Ces valeurs montrent que le madidieé a tendance a sous-estimer les taux
de croissance prédits polurpisciumalors qu'il reste trés satisfaisant dans la ptémicdeB.

thermosphacta.a qualité de prédiction observée akepisciumreste néanmoins acceptable.
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Ce travalil fait I'objet d’'une publication soumisé-aod Control.
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ABSTRACT

The maximum specific growth rate () of Brochothrix thermosphacta spoiling bacterium
of cooked peeled shrimp, ahdctococcus pisciur@NCM [-403], a bioprotective strain, was
investigated in different conditions of temperafukaCl concentrations and pH. The basic
modelling approach used was the Gamma congepor(cept). Eacly function has been
modelled in liquid medium by a function with theeh cardinal values pf, Xopt and Xnax
Experiments in shrimp were performed for determamadf pop: in this matrix and validation
of the model. Cardinal growth parameters were cgiitélar for the two strains, excepted for
NaCl. No salt was required for growth and the mummNaC},.x was three times higher for
B. thermosphactéhan forL. piscium(62 and 23 g1 respectively). However, the tolerance to
salt is higher in seafood than in liquid broth, gibky due to presence of osmoltically active
moleculesL. pisciumandB. thermosphactaere psychrotolerant, with,J,.= -4.8 and

-3.4°C, Topt= 23.4 and 27.0°C andndx= 27.2 and 30.8°C respectively. The optimal pH was
neutral and growth possible till pH = 4.8 for theotstrains. The Hax Of B. thermosphactin
shrimp was a little higher thah. pisciumwhatever the environmental conditions and the
bioprotective effect of the latter cannot be expdai by a better adaptation to the shrimp
matrix. Validation of the model showed thatoncept was suitable for predicting,4t of B.
thermosphactan shrimp. Data generated in this study can bd ts@dapt the model to other
foods with few additional experiments and the dffdfadifferent parameters may be added in
the future. The bioprotective strain grew well hilled temperatures in a wide range of pH,
assuming possible applications in lightly marinatedfood. Salt effect has to be studied into

more details directly in the matrix.

Keywords : interaction, modelling, biopreservatiohactococcus pisciumBrochothrix
thermosphacta
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1. Introduction

Predictive microbiology aims at the quantitativéireation of microbial kinetics in food or
liquid medium by using suitable mathematical madgl(Mc Clure et al., 1993). The use of
predictive microbiology allows anticipating the lagiour of bacteria in any environmental
conditions. Pathogenic and spoiling microorganisnay contaminate food but often at low
levels that generally do not impact quality andesafHowever, in some storage conditions,
those microorganisms may reach critical levels lamowledge of bacterial behaviour with
respect to environmental parameters is necessaoptimise the process and estimate the
shelf-life. Biopreservation is a preservation pihe that consists in fighting against the
undesirable organisms by application of bioprotechacteria. It is an additional hurdle that
cannot replace good manufacturing and hygienictigex but helps reducing the level of
technological treatments (salt, pH, preservativies) eand/or preventing development of
undesirable microorganisms at abuse temperatuexerly, a strain of lactic acid bacteria,
Lactococcus pisciur@NCM [-4031 isolated from fresh steak salmon, st bioprotective
effect in tropical cooked peeled shrimp packed umdedified atmosphere. The inoculation
of L. pisciumat a level of 19 Colony Forming Unit (CFU) § significantly increased the
shelf-life of this product (Matamoros et al., 20p@ad this was attributed to the inhibition of
Brochothrix thermosphactgFall et al., 2010) recently identified as a majgpoiling
organisms in cooked peeled shrimp (Laursen e2@06; Jaffres et al., 2011). The mechanism
of action is still unknown but is not due to baiien and hydrogen peroxide production nor
acidification (Fall et al., in press). The hypotisethat environmental conditions may favour
the growth of the bioprotective strain has beemigai out.

B. thermosphactdnas been identified as a specific spoilage orgaraé meat products for
years (Gardner, 1981; Dainty et al., 1992) and &cau air or vacuum packed pork, beef,
lamb and cured meat (Kakouri et al., 1994; Sheridaral.,, 1997; Nychas et al., 2008;
Vasilopoulos et al., 2008; Vasilopoulos et al., @0dlieminen et al., 2011; Pennacchia et al.,
2011).Some authors have studied the effedeofiperature and in a lesser extend pH, salt and
modified atmosphere compositioon the growth or metabolism oB. thermosphacta
(Blickstad et al., 1984; Baranyi et al., 1996; Biral., 2002; Braun et al., 2004; Cayré et al.,
2005; Koutsoumanis et al., 2006). However, the doatlon of factors and their range of
study vary, as well as the methodology and the thndeapproach, making difficult the
transposition to seafood matrik. pisciumis a recently described species (Williams et al.,

1990) for which few data are available on growthapzeters.
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The present study aimed at estimating the effeaditdérent environmental conditions of
temperatures, pH and NaCl concentrations gg pf L. pisciumand B. thermosphactan
cooked peeled shrimp. Results will provide inforimaton the adaptation &f pisciumandB.
thermosphactdo this matrix. They will also allow determininbet range of environmental
conditions for which a bioprotective effect may deected. The basic modelling approach
used was a multiplicative expression of indepenflamttions of each environmental variable,
the so-calledy-concept by Zwietering et al. (1996) (equation The y-concept assumes
supposed functiong with values generally restricted between 0 anddntified in a specific
medium (generally liquid medium) and connected hyitiplication (non-synergistically).
Another parameter, 44, takes into account the specificity of the foodtnmaln some cases,
an extension of the model can be added calledacien module when at least two
conditions become more stressing than the proddéicy dunctions. This concept was
successfully validated in some foods (Pinon et24lQ4; Leporq et al., 2005; Membré et al.,
2005) and used for the development of a softwave/w{.symprevius.ngt focused on

predicting the response of a range of pathogenseyofactors technology. Some spoilage
microorganisms are included but ridt thermosphactar bioprotective strains such as
piscium In this study each function has been modelled with a maximum of thpaemeters
that are the cardinal valuesnX Xopt and Xnax Of the Rosso cardinal model (Rosso et al.,
1993). Challenge tests in cooked peeled shrimpedtemnder modified atmosphere were

performed to calculated,pt and estimate the quality of the model.
,Umax:,UoptIIIy(T)y( pH )y(NaCI) (1)

2. Materials and methods

2.1. Bacterial strains and subcultures conditions

L. pisciumCNCM [-4031 (formerly EU2241) ant. pisciumEU2229 were isolated from
salmon steak by (Matamoros et al., 2009b). Thenstraf L. pisciumCIP 104371, L. lactis
subsplactis CIP 102975(.. raffinolactisCIP 102300, L. plantarumCIP 1025086, L. garviae
CIP 102507 andB. thermosphact&IP 103251 were obtained from the Pasteur collection
(Paris, France)B. thermosphactaCD340 was isolated from cooked, peeled, brined and
drained tropical shrimp stored under modified atphese by Jaffres et al. (2009). Eight
thermosphactatrains were isolated from cold-smoked salmon\artus tropical and artic
shrimp products (Table 1) and belong to the Ifrenadlection (Nantes, France). Strains were
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stored at —80°C in their growth medium with 10%v)j\wdf sterile glycerolL. pisciumandB.
thermosphactavere subcultured twice successively (24 h at 26ACElliker broth (Biokar
Diagnostics, Beauvais, France) and Brain Heartsiofu (BHI, Biokar) respectively before
inoculation in growth medium foraxdetermination in liquid medium and for challengstse

in cooked peeled shrimp.

2.2. Growth medium

A modified Elliker broth (MEB) containing: tryptor0 g I*, yeast extract 5 @] gelatin 2.5

g I, glucose 7 g1, sodium acetate 1.5 g,Isodium chloride 4 gYiand ascorbic acid 0.5 |
was used to monitor the growth bbf pisciumandB. thermosphactaAfter sterilisation, pH
was adjusted to the desired values with NaOH (IMN\H@l (1N) and the media were filtered
sterilised. For NaCl concentration, high salt coniceed MEB was prepared (100 g)Jand
the target values were obtained by appropriatgidiwith the same non salted medium. The

pH was then adjusted to 7.0 before filter stertitsa

2.3. Experimental conditions

The parameters were studied in the following orget; NaCl and temperature. The effect of
pH was studied in a range of 4.6 to 7.4 with addep in MEB at 26°C. This temperature had
previously been estimated to be closed to the aptinfor L. piscium(Matamoros et al.,
2009b) andB. thermosphactéBaranyi, et al., 1996). The effect of NaCl cortcations, from
0to 80 gt with a 2 - 5 g step was studied in MEB whose pH =7.0 was closethé
optimum observed in the first set of experimentse €ffect of temperature was studied from
0°C to 35°C with a 2 - 5°C step in MEB (pH and sédise to the optimum). For each value of
the parameters studied, 200 pl of the non-inocdlatedium were placed in ten wells of
honeycomb sterile microplates (Thermo Electron Gapon, Vantaa, Finland). The second
sub-subculture of each strain was hundred-foldtefiluo reach approximately 1CFU mi™.
The dilution medium was MEB with the same pH anll sancentration than those of the
studied conditions. 200 pl of the diluted culturergvinoculated in the first well, and then
eight successive half-dilutions were performed fittin first to the ninth well. The tenth well
was used as sterility control. At 0°C and 5°C, dgiwvwere performed in flasks by
inoculating 1% (v/v) of a diluted subculture to aibtan initial concentration of 3@CFU mi™.
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2.4. Growth monitoring

Microplates were placed in a Bioscreen C (Labsystdeisinki, Finland) and incubated at

26°C for pH and NaCl studies and at target value témnperature study. Growth was

monitored by measuring the optical density (OD)6&0 nm every 20 min. Before each

measurement, microplates were shacked 15 s for pemnsation. For each parameter value
studied, 9 optical density curves were generatbd. detection time (DT) was determined as
the time to reach an OD fixed at the middle ofekponential growth phase. DT were plotted
versus the neperian logarithm of the initial in@tign level and the jkx Was estimated as the

opposite of the slope of the linear regression (Atig et al., 1999; Baranyi et al., 1999). This
calculation was performed by an automated prograweldped on Matlab version 6.5.0 by
authors. Bacteria cultivated in flasks were enuteeran Elliker and BHI plate count agar at
26°C and phax estimated with the modified Gompertz model (Zwietg et al., 1990).

2.5. Determination of 44 in cooked peeled shrimp

Frozen tropical peeled and beheaded shrirgnéeus vannameiarmed in Colombia (51/60
size i.e. 51 to 60 shrimps per pound) were obtafrad a local production site, Miti industry
(Nantes, France). Frozen shrimp were cooked at @N[Rlantes, France) with industrial
equipment by immersion in boiling salted water g151 NaCl) for 2.5 min after re-ebullition
and cooled in melting ice with 15 g NaCl. The shrimp were vacuum packed in plastisbag
(1 kg/ bag) and stored at —80°C for 9 days. Theeinocooked peeled shrimp were then
sterilized by ionization at 5.12 + 0.29 kGy (IONISOPouzauges, France). After processing,
the concentration of salt in shrimp was 0.96 % (\&Rj pH = 6.82. Shrimp were inoculated
with L. pisciumCNCM 1-4031 andB. thermosphact&€D340 by spraying 10% v/w onto the
surface of the shrimp to reach a final level ofragpmately 3.5 log CFU gand 2 log CFU g

! respectively. After inoculation, the samples weningled to ensure good microbial
distribution. The shrimp were then packed in 1Z&dgions under modified atmosphere (50%
N, - 50% CQ) (Multivac T252, Wolfertschwenden, Germany) withslarimp/gas ratio of
approximately 2/1. Shrimp were stored at 12°C f@rd2ys and removed at regular interval

time for microbial analysis as described by Fakle(2010).
2.6. Curve fitting and statistical analysis

The experimental data obtained in liquid medium evétted with the cardinal models

proposed by Rosso et al. (1993) (Equation 2) terdahey (X) for each factor.
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y(x)_ /Jgpt(x —XmaxXX — Xmin )n
(Xopt— Kmin )n_ll_(XOpt— Kmin XX - Xopt)—(xopt— XmaxX(n—l)XOpt+ Xmin—NX )]

(1)

With Xmin and Xnax the minimum and maximum value of X where the ha@ateannot longer
grow and X, the value of X where the highest4tis observed and n a curvature parameter.
In food products, some of the influencing factone aiot taken into consideration
(composition, nutrient availability, packaging camah such as modified atmosphere etc.)
and the growth rate is (purposely) lowered. Oneserpent in shrimp with fixed temperature,
pH and salt (in water phase) allowed estimatinglalse parameter of the modebppspecific

of shrimp (equation 1).

The software Matlab was used for curve fitting (esgion by non linear least squares method
and Trust-region algorithm) and the quality of thedel was estimated with statistical indices
such as R-squared {JRand Root Mean Square Error (RMSE).

2.7. Validation of the model

To validate the model, other experiments were peréal in cooked peeled shrimp as
described above with various final salt concentregj pH and incubation temperatures (Table
2). These data include those®fthermosphact&€D340 growth in cooked peeled shrimp in
pure culture obtained by Fall et al., (2010; inggje

] [ilogw(ﬂpredicted)J
1

Hopserved

Accuracy factor 10 m ) and bias factor 10 m ) were determined

Iogm(lupredicted)

1 Hobserved

b

providing an objective indication of model performca ( = samples number). The bias
factor indicates an under or over estimation of ghewth rate by the model and accuracy

factor give the average difference between obseawedpredicted growth rate (Ross, 1996).

3. Results

For B. thermosphactandL. piscium the best fit for equation 1 was always obtaindti the
acurvature parameter n = 2. For NaCl and pH factmest RMSE values were obtained with
only two cardinal parameters and the assumptiorsyshmetric curve around the X
parameter. So Equation 3, 4 and 5 where used fopdeture, NaCl and pH functions

respectively.

_ ) (T —TmaxXT —Tmin )2 )
y( T) (Topt —Tmin ) l(Topt —Tmin XT —Topt)—(Topt —TmaxX(Topt +Tmin —2T )J (3)
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NaC)= e T 57(NaCl-2NaCly+NaCl)(NaChax-NaC - (4)
ax p

KpH)_(pHopt—lpHmm)z (pH - pHmin)(ZpHopt— pHmin - pH) (5)

3.1. Growth of B. thermosphacta

Figures 1, 2 and 3 show the evolution gfspas a function of salt, temperature and pH
respectively. Table 1 summarised the cardinal wakstimated by the model (equations 1, 2
and 3) in MEB. The high Rz and low RMSE values aoméd the quality of the model (Table
3). B. thermosphact&D340 grew very well without NaCl. The minimum Na®ncentration
that stoppedB. thermosphactagrowth was around 60 - 65 §.[(Fig. 1). The optimum
temperature was around 25-27°C and thepy |decreased quickly with the increase of
temperature. No growth was observed at temperaigher than 31°CB. thermosphactaas
psychrotolerant and grew at refrigerated tempeeatline growth is very weak but still exists
at 0°C (Fig. 2). A neutral pH was optimal fBr thermosphactdut development was still
possible at pH 4.8 (Fig. 3). Thegin Elliker medium was estimated at 1.08 (generation
time = 38 min).

The e in shrimp was determined with one experiment peréal in cooked peeled shrimp
with 0.96% of salt (WP), pH = 6.82 and stored afCQ2under modified atmosphere
packaging. pax0Observed was 0.196's0, according to equation (1)spin shrimp was 0.64
h™ (generation time = 65 min). Table 2 shows.bbserved and i predicted by the model
for four experiments performed in shrimp. Tias factor and accuracy factor were 0.98 and
1.19 respectively.

The variability of |hax versus temperature between nine strainB.dhermosphactésolated
from various seafood products (shrimp and smokéd®sg and the type strain isolated from
pork sausage has been studied in our laborataayramge of 10 to 35°C with the absorbance
detection time technique previously described. fifevaried from 0.76 to 1.16"h(Table 3)
but the overall behaviour was similar for all thems. T,;was near 25°C and very low or no
growth was recorded at 30°C and growth was neveeroled at 35°C.
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Figure 1: Growth rate d8. thermosphact&D340 (full line) and.. pisciumCNCM 1-4031

(dotted line) in modified Elliker broth versus Na@kperimental data (symbol) and model
(line)
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Figure 2: Growth rate d8. thermosphact&D340 (full line) and.. pisciumCNCM 1-4031

(dotted line) in modified Elliker broth versus teempture: experimental data (symbol) and
model (line)
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Figure 3: Growth rate d8. thermosphact&D340 (full line) and.. pisciumCNCM 1-4031
(dotted line) in modified Elliker broth versus peékperimental data (symbol) and model

(line)

Table 1: Growth cardinal values Bf thermosphact&D340 in laboratory medium

Cardinal value B. thermosphacta Statistics

Tmin -3.36°C R°=0.9914

Topt 27.01°C RMSE= 0.02945°C
Tmax 30.85°C

PHopt 7.11 R°=0.9882

PHmin 4.79 RMSE= 0.0226 pH unit
NaClopt ogrt R’=0.9941

NaClnax 62.24gT RMSE= 0.06177 g
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Table 2: Maximum growth rate &. thermosphact&€D340 and.. pisciumCNCM [-4031
observed in cooked peeled shrimp and predictetidynodel (equation 1)

Strains T (°C), NaCl (% WP), pH observed () pmax predicted (H)
B. thermosphacta 12 -1.92 - 6.82 0.184 0.182
4-0.96 - 6.82 0.052 0.047
4-192-6.75 0.057 0.042
8-1.69 -6.58 0.075 0.101

Bias factor = 0.99 Accuracy factor = 1.19

L. piscium 4-0.96 -6.75 0.108 0.07
4-192-6.74 0.033 0.019
12-0.96 - 6.63 0.172 0.16
8-1.70-6.58 0.086 0.056

Bias factor = 0.67 Accuracy factor = 1.50

Table 3 : Maximum growth rate {g«in h) of different strains oB. thermosphactas

function of temperature

Strain Origin Temperature (°C)
10 15 20 25 30 35

CD340 CPDB’ Penaeus vannamei (.31 0.45 0.78 1.03 0.69 NG
CD290 CPDBPenaeus vannamei (.28 0.49 0.70 0.96 NG NG
CD251 CPDBPenaeus vannamei (.29 0.41 0.68 0.95 NG NG
CRE2329  WC°Penaeus vannamei (.31 0.48 0.88 1.03 NG NG
RF199 CP Pandalus borealis 0.31 0.48 0.88 1.03 NG NG
RF200 CP Pandalus borealis 0.30 0.47 0.94 1.06 NG NG
RF202 CPPandalus borealis 0.34 0.51 0.88 1.06 NG NG
EU2206 cold-smoked salmon 0.29 0.41 0.60 1.16 NG NG
SF1682 cold-smoked salmon 0.30 0.33 0.69 0.89 1.02 NG
CIP 103251 Pork sausage 0.14 0.33 0.53 0.76 NG NG

3CPDB :cooked, peeled, brined, drain@\/C : whole cooked °CP : cooked peeled ; NG : no growth
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3.2. Growh of L. piscium CNCM [-4031

Cardinal values are presented in Table 4 and ttezlfmodel of pax as a function of NacCl,
temperature and pH in Figs. 1, 2 and 3 respectiviie |, in Elliker broth was 0.75h
(generation time = 55 min). Salt was not required the growth ofL. pisciumand salt
concentration over than 23 g stopped the development. Thephivas close to that dB.
thermosphactaaround 7.0 - 7.4) and growth was possible till pH1.8. At refrigerated
temperature (between 0 to 15°C) pisciumgrew approximately at the same rate Bas
thermosphactgFig. 2). The increase from 15 to 25°C had a lowtect on phax Of L.
piscium The optimum growth was observed for a temperaitwand 23-25°C.

Then nax decreased drastically with the increase of tempe¥asince the ratio between the
growth rate at optimal temperature (23.4°C) anddgimvth rate at 27°C was around 5. No
growth was observed at 29°C and over. Thegxjof otherLactococcussp. was determined
with the absorbance detection time method betw@eantl 35°C. Thé&. pisciumtype strain
grew at 30°C (pax = 0.24 R but not 35°C, whereas another pisciumEU2229 isolated
from raw salmon did not at 30°C. The referencearstia. lactis, L. garviae, L. plantarurand

L. rafinolactisstill cultivated at 35°C (pax respectively 1.1, 1.79, 0.46 and 0.39.h

As for B. thermosphactahe L of L. pisciumCNCM 1-4031 in shrimp was estimated with
one experiment performed in cooked peeled shringC{N- 0.96% WP, pH = 6.82 and T =
12°C). The phax Observed was 0.180'tandthe Ly calculated 0.46 °h (generation time 90
min). The model predicting growth df. piscium was tested with four environmental

conditions presented in TableBlas and accuracy factor were 0.67 and 1.50 reispéct

Table 4: Growth cardinal values lof pisciumCNCM [-4031 in laboratory medium

Cardinal value L. piscium Statistics
Tmin -4.80°C
R?=0.964
Topt 23.39°C
RMSE= 0.0466°C
Tmax 27.19°C
PHopt 7.36 R°=0.9966
PHmin 4.79 RMSE= 0.01266 pH unit
NaClopt 46991 R°=0.9738
NaClnax 23.00gT RMSE= 0.0359 g
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4. Discussion

B. thermosphactdas been identified as a specific spoilage orgaros meat products for
years explaining why most of the studies aimingpegdicting growth or metabolism as
function of environmental parameters have beeropadd with strains isolated from meat. In
the present study strains isolated from varioulstljgpreserved seafood products have been
tested. Among thenB. thermosphact&D340 was studied in more details as it was tigeta
strain used to characterise the bioprotective efféd. pisciumCNCM 1-4031 (Fall et al.,
2010; in press). Although isolated from marineeshproductsB. thermosphact&€D340 can
easily grow in absence of NaCl. Till 10 - 157y lmax was not significantly lowered (Fig. 1).
Mc Clure et al. (1993) have observed similar valdadh a strain isolated from fresh bacon
cultivated in Tryptone Soya Broth (TSB) (Nagk 7 g ). B. thermosphactis specie known

to cultivate well in basic medium such as BHI oBT®at contains less than 5 ¢ df NaCl.
The maximum salt concentration tolerated by owistwas 62 g}. This value was a little
lower than this of (Mc Clure, et al., 1993) who ebh&d growth in presence of 60 §and
estimated NaGly at around 80 g Same value were found by Blickstad, (1984) both
aerobically and anaerobically. The gtHand phhin of B. thermosphact&€D340 were 7.1 and
4.8 respectively. In literature, the range of pbstéd was often smaller (5.2 - 6.8) associated
to temperature far from the optimum, making difficcomparison with our data. Mc Clure, et
al. (1993) estimated 68 pHyp: < 6.9 but did not test higher pH nor pH < 5.6. Riale(1998)
did not observe large difference of4tbetween pH = 5.2 and 6.4 at 11°C in TSB with a
cocktail of three strains from different meat,gu= 0.26 and 0.31 hrespectively). Same
observation was obtained in naturally contaminatedsh ground meat at 15°C
(Koutsoumanis et al., 2006). Oppositely in our gtadl optimal NaCl and temperature, the
inhibitory effect of pH was much higher { ratio between pH = 6.4 and 5.2 was 2.8).
Although same difficulties are found to compareutsson the effect of temperature, most of
the study reported growth at 0°C - 2°C (Mc Clureakt 1993; Baranyi et al., 1995; Pin &
Baranyi, 1998; Koutsoumanis et al., 2000; Braun @&h8rland, 2004; Cayré et al., 2005;
Koutsoumanis, et al., 2006; Zhou et al., 2009} ¥ 27.0°C estimated in this study is in
agreement with the results of (Mc Clure et al., 3923 < Tou< 24°C) and (Baranyi et al.,
1995; Baranyi et al., 1996) (25T < 30°C). Tnax (30.8°C) is also closed to values reported
by Gardner, (1981) (Jax > 30°C) and Baranyi et al. (1996) (31.2°C frthermosphacta
NCFB 2891). In the present study, the 10 straisgetehad the samepland Tnax All those
data tend to prove that the growth cardinal valieB. thermosphactare similar whatever

the origin of the strains. Thedfrom literature are difficult to compare, as threwth media
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and strains tested are often different. Data ind8lsame culture medium) show no or very
weak differences between strains from seafood whi#estrain isolated from meat had the
lowest . The ppein cooked peeled shrimp stored under modified aphese was reduced
by 40 % compared to liquid medium. However, grovetistill possible (pax= 0.044 i) in
shrimp in the usual marketed conditions (1.5 % W&CN pH = 6.8, 4°C, storage under
modified atmosphere) and quite rapid,F 0.115 i) at a temperature of 8°C frequently
recorded in consumer fridge. Theas and accuracy factor of the model were 0.981ahél
respectively which is good according to the intetation of the bias factor proposed by Ross,
(1996, 1999) for seafood : bias factor ranging 0.251 good ; 1.11 - 1.43 acceptabte (.87

or > 1.43 unacceptable. It is to be noticed that thevplies were quite similar in all the
validation experiments. In cold-smoked salmon, ghér level of salt reduced significantly
the pH (Leroi et al., 2000) and the same phenom&ramexpected in this study. The pH may
be an important factor to take into considerati@nifdustry that makes use of organic acids
as preservatives. Additionally to the pH,-dunction for different organic acids could be
developed and added into the model in the future.

L. pisciumis new specie recently described by Williams e{Z390). The strain has been first
isolated from diseased Rainbow yearling. More régdn pisciumhas been found as part of
the dominating microbiota of vacuum-packed begiark at refrigerated temperature (Sakala
et al., 2002a; 2002b; Jiang et al., 2010), cheesleeabeginning of ripening (Carraro et al.,
2011), ayu-narezushi (narezushi made using thetBslggMatsui et al., 2010), cabbage and
lettuce residue (Yang et al., 2010) and also indumtestine (Kubota et al., 2010). Despite
the importance of this specie in food, very fewadate available on its growth characteristics.
The cardinal pH values of the bioprotectlvepisciumCNCM [-4031 are close to those Bf
thermosphactdoptimum at neutral pH, minimum at pH 4.8). It \grevell without NaCl and
HmaxWas quite unchanged till 8 §.IHowever, a strong inhibitory effect was obseraed the
maximum salt concentration tolerated (23'was three-times lower thah thermosphacta.
Sakala et al. (2002b) reported absence of growdt® @f I* of salt, but they did not test lower
concentrations. This low value could be a seri@ssriction for use of.. pisciumCNCM I-
4031 as bioprotective culture in lightly presensshfood whose salt concentration is often
more than 2% (WP). However, Matamoros, et al. (200fve observed a good implantation
of L. pisciumCNCM 1-4031 in cold-smoked salmon which contairsggbroximately 5% of
salt (WP). Presence of osmotically active molecuteseafood may be an explanation for
such observation. Leblanc et al. (2001) have shilvnhsalmon flesh contains choline which

can be imported and oxidized by bacteBhdwanella putrefaciena their study) leading to
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the intracellular accumulation of glycine betaiaanolecule with osmoprotective properties.
L. pisciumCNCM 1-4031 grew well at low temperature (0°C) amad a maximum below
25°C which is very uncommon among psychrotrophitidaacid bacteria. An overexpression
of cold-adaptation proteins during growth at lownperature evidenced by Garnier et al.
(2010) may explain the psychrotrophic behaviouk .opisciumCNCM [-4031.L. pisciumis
the most psychrotolerant specie amdragtococcusgenus.L. pisciumtype strain grew at
30°C but not 35°C as found by Williams et al. (1990hereas the bioprotective strain and
anotherL. pisciumEU2229 isolated from raw salmon did not at 30°@k&fa et al. (2002b)
observed growth at 5°C but weak and variable deweént at 30°C with 100% of their
isolates from fresh vacuum packaged beef. The fatsr showed that the model proposed
under-estimated jkx Of L. pisciumin shrimp. The addition of a classical interactidanction
proposed by Augustin et al. (2005) did not sigaifity change the prediction but increasing
the value of NaGla improving the quality of the model. The assumptibat the optimum
cardinal values of a microorganism are independétite matrix seems to fail in the case of
L. piscium at least for NaGl.. Osmotically active solutes may be actively impdrfrom the
shrimp flesh and intracellular accumulation maggder growth restoration of cultures under
inhibitory osmolarities, explaining the under-esttion of the model. Experiments in shrimp
with higher level of salt are necessary to contfinis hypothesis.

In this study, only gax Was considered for comparison of the two stragtsabse no lag time
was observed in shrimp matrix and the maximum delfsure culture was always around’ 10
CFU ¢'. Dainty & Mackey, (1992) raised the question wketlthe rapid growth of a
population might be a sufficient reason for its dwence in some chilled food products. Pin
& Baranyi, (1998) concluded that dominance Bfeudomonasspp. in meat versus
Brochothrix and enterobacteriacea was not due to differenctheir growth rate but to
interaction between bacteria in mixed culture. br study, pax Of B. thermosphactan
shrimp was higher thah. pisciumwhen grown in isolation whatever the environmental
conditions and the reason wiB. thermosphactegrowth is limited in presence of the

bioprotective strains is still unclear.
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5. Conclusion

Most of the models developed in literature Brthermosphact@annot be extrapolated to
other matrix nor extended outside of the domaitetesThe present data based on jthe
concept allow predicting the growth 8t thermosphactan shrimp and can be adapted to
other foods with very few fastidious experimentamatrix. Other technological factors such
as preservatives or modified atmosphere can algedted separately in liquid medium and
included in the current model. Although tjteoncept seems less accurate for predictidn of
piscium growth, data obtained both in liquid medium andmsp matrix demonstrated the
good adaptation of the bioprotective strain atlediltemperatures in a wide range of pH,
assuming possible application in new products sashlightly marinated seafood. The
tolerance to salt may depend on presence of osallgtiactive molecules and so has to be

studied into more details directly in the matrix.
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1 Introduction

Le but de cette étude est de modéliser I'effet kamé des facteurs sel, température et niveau
d'ensemencement dle piscium sur la croissance d& thermosphacta en milieu crevette cuite
décortiquée emballée sous atmosphere modifieerdasyualité organoleptique du produit.
L'interaction entré.. piscium et B. thermosphacta est un facteur impossible a étudier avec des
expériences en BIOSCREEN puisque la mesure de Haitdeoptigue ne permet pas de
différencier les deux populations. Par ailleurte ek permet pas non plus d'étudier le temps
de latence et le nombre maximum de cellules erddircroissance. Or, I'effet des bactéries
lactiques sur une population joue souvent sur eetieur finale (Jameson, 1962). Nous avons
donc décidé d'effectuer des expérientesitu dans la matrice crevette, en faisant varier
simultanément le niveau d'ensemencemerit.giéscium, la température et le taux de sel. Le
pH n'est pas pris en compte car nous avons corgétéest relativement constant dans la
crevette tropicale, quelle que soit son origines dennées seront traitées par une approche
polynomiale classique, présentant l'avantage d'aupe bonne qualité d'ajustement des
paramétres du modele. Cependant par cette appreshgisultats sont valables uniqguement
dans les conditions de realisation des expériefméme domaine d'étude et méme matrice).
C'est donc une approche intéressante mais difficiteener puisqu'elle demande de nombreux
essais réalisés en matrice alimentaire, dans legléut en outre pouvoir maitriser la valeur

des facteurs étudiés.

2 Matériels et méthodes

2.1 Souches étudiées

Les deux souches étudiées sbnpiscium CNCM [-4031 etB. thermosphacta CD340. Elles
sont isolées respectivement de pavés de saumas dtade crevettes tropicales cuites
décortiquées. Les deux souches sont conservée8°@ d¢hans des cryotubes contenant du
milieu Elliker (BIOKAR Diagnostic, Beauvais, Frangaus 10% de glycérol pour. piscium

ou Brain Heart Infusion (BHI) (BIOKAR Diagnosticppr B. thermosphacta.

2.2 Préculture

Deux précultures successives de 24 h a 26°C salig@és en milieu Elliker pour. piscium

et en BHI pouB. thermosphacta. Avant ensemencement sur la matrice crevettegguale de
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B. thermosphacta a subi une série de dilutions dans de I'eau plogigue stérile (0.85 %
Nacl + 0.1% peptone) afin d’atteindre le taux ddotum final dans la crevette de 2 Log
UFC/g. En ce qui concerne piscium, la deuxieme préculture a été réalisée dans dacarfs
de 200 ml. Les cellules ont été lavées en cenwdngles 400 ml de précultures a 8500 g
pendant 10 minutes et le culot resuspendu dan€teenvolume d'eau physiologique. Aucune
dilution n'est nécessaire pour l'inoculation aueniv le plus haut (7 Log UFC/g) et une

dilution appropriée est réalisée pour atteindneiveau final de 3.5 Log UFC/g de crevette.

2.3 Facteurs et domaine expérimental

Trois facteurs ont été retenus : la températurdegmé Celsius (T°), le taux de sel (NaCl en
g/100 g de crevette) et le niveau initial d'ensereerent parL. piscium exprimé en
logarithme en base 10 (Log NFC/g). Deux niveaux de valeur (4°C et 12°C ; 0892% de

sel en g/100 g de chair) ont été choisis pour Bmsxdremiers facteurs tandis que pour le
troisieme facteur, trois niveaux ont été arrétés 3® et 7 Log UFC/g). Le niveau O
correspond a une absenceldegiscium. Pour le traitement des données les valeurs ént ét

normalisées entre —1 et +1 selon I'équation (1).

2

xmin — Ximax
2

avec X, la valeur normalisée de la variable réelle X, Xa valeur réelle basse de X gfXla

X — Xmin +Xmaxj
(1) Xn=

valeur réelle haute de X

2.4 Plan d'expériences

Les expériences ont été réalisées en matrice tee\ltes ont été organisées selon un plan
comprenant 15 essais qui permettront de calcuedfet' linéaire des facteurs sel et
température, les effets linéaires et quadratiquesiveau d'inoculum de. piscium ainsi que

les interactions d'ordre 1 entre les trois factelues huit premieres expériences correspondent
a un plan factoriel complet{pour les trois facteurs & deux niveaux (dansaseles niveaux
bas et haut de l'inoculum de piscium sont O et 7 Log UFC/g). Les expériences 9, 10let 1
correspondent a trois répétitions du point centpakmettant d'estimer la variabilité des

réponses et de vérifier (sans pouvoir calculergwentuel effet quadratique des facteurs. Les
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expériences 12, 13, 14 et 15 complétent le planddicalculer I'effet quadratique du niveau
d'inoculum. Le tableau 1 résume les 15 essais.efolats expériences ont été réalisées en

méme temps.

Tableau 1 : Expérimentations planifiées

essais T (°C) Sel (%) L. piscium (Log

UFC/qg)

1 0.8 0

2 2 0

3 12 0.8 0

4 12 2 0

5 0.8 7

6 2 7

7 12 0.8 7

8 12 2 7

9 8 1.4 3.5

10 8 1.4 3.5

11 8 1.4 3.5

12 4 0.8 3.5

13 4 2 3.5

14 12 0.8 3.5

15 12 2 3.5

2.5 Reéponses mesurées et modele polynomial

Les courbes de croissance Be thermosphacta et deL. piscium obtenues pour les 15
expériences ont été modélisées avec le modele g8oR1995) a trois parametrgSpmax et

Nmax (Equation 2).

(2) sit<A, Log(N(t))=Log(N; )
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sit=/, Log(N(t))=Log Nimax

1 +( NNmax _1j i

N(t) étant le nombre de cellules a l'instant g témps, Nle nombre initial de cellules au
moment de l'inoculation (constante mesurée dangjuehaxpérience), MNx le nombre
maximum de cellules, le temps de latenceppkle taux maximum de croissance.

Pour B. thermosphacta comme poulL. piscium, les réponses Y estimées a partir du modele
primaire de Ross0 SOft HUmax €t Nnax Un modele secondaire polynomial (équation 3)éa ét
postulé a priori, exprimant Y en fonction de (TNACI) et (Log Ni).

(3) Y=a0+ al x (T°) + a2 x (NaCl) + a3 x (Log)N al12 x (T°) x (NaCl) + a1l3 x (T¥
(Log N) + a23 x (NaCl) x (Log N + a33 x (Log N?

Les coefficients du modele ont été calculés ad'diels 15 expériences, par régression linéaire
avec la méthode des moindres carrés des résidagjerdu logiciel STATGRAPHICS Plus

V.5.1. Les données ont été traitées avec les \wmleormalisées des facteurs. Les tests de
significativité des parametres ont été menés avedntervalle de confiance de 95%. La

différence entre la réponse observée et la réporskte par le modéle s'explique par I'erreur
pure, qui correspond a la variance expérimentalpaele manque d'ajustement du modéle.
Le coefficient de détermination R2 indique la paatla variation de la réponse prédite par le

modele.

2.6 Préparation des crevettes

La matrice étudiée est de la crevette tropicBimdeus vannamei) vendue par MITI (Nantes,
France). Il s’agit de la crevette d’aquaculturecdibre 51/60 importée de Colombie. Elle est
achetée crue congelée, décortiquée et déveinég t@@nni queue) et ne contient pas d'ajout
de bisulfite. La cuisson s’est déroulée dans leetiathnologique d'ONIRIS. Les crevettes ont
été séparées en trois lots selon les taux dex&a flans le plan expérimental. Des pré-essais
ont été réalisés au laboratoire pour détermineoteentration en sel nécessaire dans les bains

de cuisson et de refroidissement pour atteindreniesaux choisis (1.5%, 4%, 7%, pour
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respectivement 0.8, 1.4 et 2%). Les cuissons ominwence par le taux de sel le plus faible
pour finir avec le plus élevé. Entre chaque lothde de cuisson a été rincé et I'eau changée.
Les crevettes ont été plongées sans décongélatalaple dans I'eau salée portée a ébullition
(1 kg de crevette pour 5.3 litres d'eau). Apreiébullition, atteinte au bout de sept minutes,
la cuisson s'est poursuivie pendant 2.5 min psigievettes ont é@ongées pendant 10 a 15
min dans un bain de refroidissement contenant dgalze, de I'eau et 1.5% du volume total
(eau + glace) en sel. Aprés égouttage, elles gpairties dans des sachets de 1 kg puis mises
sous vide avec une machine Multivac C400 (Wolféssanden, Allemagne) avant de subir
une surgélation rapide a l'aide d’'une cellule dizoidissement. Les crevettes sont ensuite
stockées a -80°C pendant quelques jours puis iemisel'état congelé a 5.12 kGy par
I'entreprise IONISOS (Pouzauges, France) et cogssrde nouveau a —80°C en attendant le

début des expérimentations.

2.7 Réalisation des challenges tests

Les crevettes ont été ensemencées a 10% volumsg/poicd une hotte a flux laminaire apres
distribution des quantités adéquates dans des dragdastiques stérile. La composition de
I'inoculum en volume était de 5% de piscium + 5% deB. thermosphacta. Dans les lots qui
ne contiennent pas de piscium (expériences 1 a 4), les 5% ont été remplacéesi@dieau
physiologique stérile. L’ensemencement a été effe@ l'aide de pulvérisateurs manuels
stériles. Aprés ensemencement, les crevettes énnélangées a l'aide de cuilleres stériles
pendant cing minutes afin de permettre une bonr@égmation de I'inoculum. Elles ont
ensuite été distribuées dans des barquettes (1pargbarquette) puis emballées sous
atmosphére modifiée (50% GO/ 50% N) avec une machineMultivac T252,
(Wolfertschwenden, Allemagne) avec un ratio cr@/gdz approximatif de 2/1. Les
barguettes ont ensuite été stockées suivant lgseratures fixées (4°C, 8°C, 12°C) pendant
28 jours. Le nombre de points d’analyses a étédixénction de la température d’incubation
(7 points a 4°C et 9 points a 8 et 12°C).

2.8 Analyses microbiologiques

Pour chaque analyse, 20 g de crevette ont étévgegetians chaque barquette et mises dans un
sac stomacher contenant 80 ml d’eau physiologiqu royés pendant 2 min au stomacher

400 (Seward Medical, London, UK. piscium a été dénombré sur boites de Pétri de milieu
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Elliker gélosé inoculées en surface et incubéesraérobiose a 8°C pendant 5 jouss.
thermosphacta a été suivi sur milieu sélectif Streptomycin Stdfihallous Acetate Agar avec
supplément sélectif (Oxoid, Hampshire, Angletermepculation en surface et incubation a
26°C pendant 48 h.

2.9 Analyses biochimiques

La concentration en sel dans les 15 lots a étéedpagé un chlorimétre a électrode d'argent
(Sherwood MK Il analyser 926, Cambrige, Angleterteg pH de chaque lot a été mesuré

dans la suspension mere.

2.10 Analyse sensorielle

Les tests ont été réalisés par 13 personnes dinjegiye d'analyse sensorielle de I'lfremer de
Nantes. Pour chaque expérience, deux points dssmabnsorielle ont été réalisés au cours du
temps, a 7, 14, 21 ou 28 jours selon les lotsjoues d'analyse, douze crevettes de chaque lot
ont été conservées a —80°C. Les échantillons sestés au maximum 2 semaines au
congélateur avant les tests. Les 30 échantilloriséth analysés au cours de 6 séances,
espacées d'une semaine, selon un plan de présentxjuilibré en fonction des facteurs
température, teneur en sel et jour d’analyse. likevadu test, les crevettes ont été mises a
décongeler a 2°C (durée 20 h). Le matin, ellesétdtréparties dans des pots en polystyrene
parfaitement inodores munis d’un couvercle, a rad® 3 crevettes par pot qui ont ensuite été
sentis par les 13 juges. Ceux-ci devaient classerproduits en trois classes : 1 : pas
d’altération ; 2 : altération moyenne ; 3 : foriédetion. Les résultats sont présentés sous
forme de fréquences de citation, en %. A particeedonnées, un indice de qualité (IQ) a été
calculé selon la méthode proposée par (Leral., 2001) en additionnant les pourcentages de

chaque classe, apres les avoir pondérés (équation 4
4)1Q =[(1 x% class 1) + (2 x % class 2) + (%oxclass 3)] / 100
IQ varie de 1 a 3, 1 correspondant a 100% des jagast noté le produit en classel et 3 a

100% des juges l'ayant noté en classe 3. Un imadipérieur a 2-2.5 indique que le produit est

rejeté par le jury.
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3 Résultats et Discussion

Le tableau 2 présente les valeurs mesurées desifactel et nombre de piscium initial.

Tableau 2 : Niveaux des facteurs en valeurs réetlasrmalisées

Sel (%) Nombre dd.. pisciuminitial (Log UFC/Q)
souhaité mesuré normalisé  souhaité mesuré normalisé
0.8 0.71+0.01 -1 0 0 -1
1.4 0.85+0.05 -0.61 3.5 4.0 +0.21
2.0 1.43+0.03 +1 7.0 6.6 +1

Malgré les pré-essais qui ont été réalisés, tdegesaleurs de sel obtenues sont plus faibles
que celles souhaitées, ceci montrant bien la difficd'organiser des expériences en matrice
alimentaire. Compte tenu de la variabilité inhéeesnta méthode de dénombrement sur boite
de Peétri (souvent considérée de 0.5 Log UFC/g)nigsaux d'inoculation initiale em.
piscium sont assez proches des valeurs cibles (tabledleg)propriétés mathématiques du
plan d'expériences sont donc moins bonnes quescglle auraient été obtenues avec les
valeurs cibles souhaitées mais les données sontodas traitables.

Le niveau d'inoculation initial d8&. thermosphacta est de 1.6 Log UFC/g dans toutes les
expériences.

Le tableau 3 présente les valeurs Adeumax €t Nnax de B. thermosphacta et L. piscium,

estimées par le modele primaire de Rosso poudexfériences.
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Tableau 3 : valeurs dé, Pmax €t Nmax de B. thermosphacta et L. piscium, estimées par le modéle

primaire de Rosso (1995) pour les 15 expériences.

Brochothrix thermosphacta Lactococcus piscium
Nmax (Log
Essai umax (9 UFC/g) A () umax ()  Nmax (Log UFClg) A ()
1 1,24 9,02 0,64 0,00 0,00 0,00
2 1,31 8,72 0,66 0,00 0,00 0,00
3 3,81 8,88 0,38 0,00 0,00 0,00
4 3,88 8,73 0,52 0,00 0,00 0,00
5 0,86 3,34 0,74 5,82 8,92 0,74
6 0,81 4,73 0,15 0,83 8,64 0,56
7 1,15 4,25 0,00 4,69 8,73 0,00
8 2,61 4,98 0,64 3,33 8,70 0,53
9 3,90 6,43 0,86 3,56 8,76 0,54
10 2,97 6,44 0,52 2,87 8,73 0,54
11 3,02 6,48 0,70 3,02 8,92 0,69
12 1,43 6,60 0,29 1,39 9,05 0,27
13 1,31 6,91 0,77 1,03 9,02 0,93
14 4,48 6,38 0,54 4,53 9,01 0,39
15 4,85 6,93 0,71 4,22 8,61 0,92

3.1 Modélisation de l'effet de la température, du seltedu nombre initial de L. piscium

sur la croissance dé3. thermosphacta

La figure 1 montre les courbes de croissanceB.d#ermosphacta et L. piscium des trois
expériences centrales 9, 10 et 11 (8°C, 0.85%tskeDd_og UFC/g). Elle met en évidence la
bonne répétabilité des expériences. Cependarayti'§pe du parametre g estimé par le
modéle de Rosso (tableau 3) est assez importantg=(18.30 + 0.52 } pour B.
thermosphacta). Il faudra donc garder en mémoire qu'une légiretifation de pax (0.5 j*)

ne se traduit pas forcément par un comportemenéraeiment différent. En revanche, I'écart

type du temps de latence et du nombre maximumltéecest trés faible.
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Figure 1 : Croissance deB. thermosphacta (traits pleins) et L. piscium (traits discontinus) co-
inoculées dans des crevettes tropicales cuites déipuées emballées sous atmosphére modifiée.
Expériences 9 (losange), 10 (triangle) et 11(carrd) 8°C, 0.85 % NacCl et 4.0 Log UFC/g deé.

piscium.

Les croissances des populations bactérienneB. deermosphacta et L. piscium dans les
différentes conditions du plan expérimental soprésentées dans la figure 2. Une premiere
approche graphiqgue montre que quelle que soitntgpédeature, le taux de sel et son niveau
d'ensemencement initidl, piscium finit toujours par atteindre un maximum de popolat
d'environ 9 Log UFC/g, que ce soit en culture pae en co-inoculation ave®.
thermosphacta. B. thermosphacta en culture pure atteint également toujours un mari de
population d'environ 9 Log UFC/g, mais plus ou msoidite selon la température
(respectivement en 7 et 21 jours a 12°C et 4°C) que soit le taux de sel. Cependant la
figure montre tres clairement que la croissanc®.diermosphacta (notamment le nombre
maximum de cellules), est inhibée pampiscium et que cette inhibition est d'autant plus forte
que le niveau d'inoculation de piscium est élevé. Le traitement statistique des données v
nous permettre d'aller plus loin dans l'analyseafts des facteurs sur la croissanceBde

thermosphacta.
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Figure 2 : Croissance deB. thermosphacta et L. piscium en culture pure ou en co-inoculation
dans des crevettes tropicales cuites décortiquéemlgallées sous atmosphere modifiée. Trait
pointillé : L. piscium (triangle Ni=4.0 UFC/g ; carré: N=6.6 Log UFC/g) ; trait plein : B.
thermosphacta (Losange : N de L. piscium = 0 UFC/g ; triangle N=4.0 UFC/g ; carré: N=6.6
Log UFC/qg)

3.2 Effet des facteurs sur le nombre maximum d@&. thermosphacta (Nmax)

Les 8 coefficients du modeéle (équation 3) ont &tines par l'analyse des données des 15
expériences. L'analyse de variance montre que $=wdsl, le nombre initial de. piscium
(Log Ni), l'interaction entre le sel et Log Ni airtgie (Log Ni)2 ont un effet significatif sur
Nmax (P < 0.05) alors que la température n'a pas d'dfést.coefficients du modéle en valeurs

normalisées, recalculés avec ces 4 parameétrespsEntés dans le tableau 4.
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Tableau 4 : Coefficients du modéle en valeurs norntiaées et intervalle de confiance a 95%

Coefficient Valeur Ecart type Valeur basse Valeur haute
estimée

a0 (constante) 7.187 0.093 6.979 7.394

a2 (sel) 0.196 0.063 0.054 0.338

a3 (Log Ni) -2.257 0.079 -2.434 -2.079

a23 (sel x Log Ni) 0.319 0.079 0.144 0.495

a33 (Log Ni)? -0.606 0.124 -0.885 -0.328

En valeurs réelles, le modéle s'écrit :

Nmax(Log UFC/g)= 9.20- 0.34 x (NaCl) - 0.60 x (Log Ni)0.27 x (NaCl) x (Log Ni) -0.05 x
(Log Ni)?

Le coefficient de détermination R2 est de 98.8%est valeurs prédites en fonctions des
valeurs observées présentées dans la figure 3daermdide la bonne qualité d'ajustement du

modele.

9.3
8.3
7.3
observe 63 [ 5
5.3
4.3

3.3 :—. o . , . . , .—:
33 43 563 63 73 83 93

prédit

T
o
|

Figure 3 : Nombre maximum deB. thermosphacta (Nmax) prédit par le modéle en fonction de

Nmax Observé

La valeur moyenne N (lorsque le sel et le Log Ni sont a leur valeurysmmne, soit

respectivement 1.07 % et 3.3 Log UFC/g) est de L&g UFC/g, quelque que soit la
température (tableau 4). Le niveau initial d'engerement er.. piscium est le facteur qui a
le plus fort effet sur le nombre total & thermosphacta (tableau 4). Il a un effet linéaire

négatif, qui permet dabaisser, de 4.5 Log UFC/g lorsque I'on passe du niveau 41 a
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niveau +1 (respectivement 0 et 6.6 Log UFC/g). €Het est accentué par un effet
guadratique négatif de -1.2. Bien que statistigugrs@nificatif, I'effet du sel est beaucoup
plus faible (+0.4), mais on note une légere int@vacpositive entre les deux facteurs,
indiquant que l'effet inhibiteur de Log Ni est lég@ent plus fort a faible concentration en
sel. La figure 4 permet de bien visualiser I'effes deux facteurs sur le nombre maximum de
B. thermosphacta. Pour une valeur moyenne de 1% de sel, assezefrdgent rencontrée
dans des crevettes commerciales, quelle que sdént@érature, le modeéle prédit que le
nombre final deB. thermosphacta atteindra respectivement 8.9, 7.3, 5.8 et 3.8 JR®EC un
ensemencement initial de 0.0, 3.0, 5.0 et 7.0 LdgCMd. Si l'on veut mainteniB.
thermosphacta a un niveau inférieur a 4 Log UFC/g, limite quivd#e a priori raisonnable
pour garantir la qualité sensorielle du produitest donc impératif de travailler avec un
inoculum fort enL. piscium (10°" UFC/g), et ce quelle que soit la température &traur en

sel dans le produit.

B.thermosphacta [Lng UFCIQ]

max

1.4
Teneur en el (%) 16 0 L pisciom initial (Log UFC/g)

Figure 4 : Surface de réponse et courbe des isorémes du nombre maximum deB.
thermosphacta (Niax) €n fonction de la concentration en sel et du nomé deL. piscium initial. La

température n'a pas d'influence significative sur Nax
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3.3 Effet des facteurs sur le taux maximum de croissaecdeB. thermosphacta (Umax)

Concernant Wax Seuls, la température, le nombre initial [depiscium et le carré de ce
nombre ont un effet significatiP(< 0.05). Le tableau 5 présente les valeurs defficieats
du modele estimées en ne gardant que ces tro@aifaainsi que leur intervalle de confiance.

Tableau 5 : Coefficients du modele en valeurs norntiaées et intervalle de confiance a 95%

Coefficient Valeur Ecart type Valeur basse Valeur haute
estimée

a0 (constante) 3.335 0.258 2.766 3.903

al (température) 1.152 0.183 0.747 1.556

a3 (Log Ni) -0.601 0.225 -1.097 -0.106

a33 (Log Ni)2 -1.378 0.350 -2.147 -0.607

Le modéle prévisionnel deen fonction des valeurs de la température et du(Us@C/g)
delL. piscium en valeurs réelles est :
Hmax (W)= 0.255+ 0.288 x (T°) + 0.653 x (Log Ni) — 0.127Log Ni)2

Le R2? ajusté du modele est de 80,1 %. Le graphigoetre les valeurs prédites en fonction
des valeurs observées (Figure 5), sur lequel araé® bien I'écart entre les trois répétitions
(9, 10, 11) et le fait que le modele surestime diewr prédite de jux pour l'expérience 7
(12°C, 0.85 % sel, 6.6 Lof UFC/g dle piscium).

observé

prédit

Figure 5 : Taux maximum de croissance (i de B. thermosphacta prédit par le modéle en

fonction de pnax Observé.
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La valeur moyenne de Hy (obtenue pour les valeurs centrales des deuxuiagtsoit 8°C et
3.3 Log UFC/g de.. piscium) est de 3.337 (tableau 5), ce qui correspond & un temps de
génération de 5 h. La température a un fort effiéaire positif sur gax deB. thermosphacta.
Lorsque I'on passe du niveau —1 au niveau +1dsoft & 12°C, le gy €St quasiment doublé ;

il passe de 2.18 & 4.48 jsoit respectivement de 7.6 h & 3.7 h pour le sedepgénération. Le
nombre initial del. piscium a un effet linéaire et quadratique négatif que peut visualiser
sur la figure 6 qui présente I'évolution dgaglen fonction de la température et du nombre
initial de L. piscium, quelle que soit la valeur de sel (dans le dom@if@ — 1.43 %). Le
graphique montre clairement que le taux maximuncrdéssance dé. thermosphacta est
ralenti uniguement en présence d'une trés forteardration initiale ef.. piscium (supérieure

a 6.5 Log UFC/g). Par exemple, si les crevettes$ somservées a des températures abusives
de 8°C, les valeurs denp prédites sont 2.55, 2.65 et 1.35ayec respectivement 0.0, 5.0 et
6.6 Log UFC/g dd.. piscium. Il faut noter que Hax €St Iégérement augmenté en présence
d'une faible concentration én piscium par rapport a une croissance shnpiscium, comme

s'il y avait un léger effet bénéfique pdBirthermosphacta de la présence de piscium en
faible quantité. Cependant cet effet est faiblg.{j 3.3 j* avec Log Ni = 3.0 UFC/g) et &
relativiser vue l'ajustement du modele pour les trépétitions du point central.
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T

Ternpérature (°C) 972 0 L piscium initial (Log UFC/g)

Figure 6 : Surface de réponse et courbe des isoréames du taux de croissance maximum dg.
thermosphacta (Umax) €n fonction de la température et du nombre dé&. piscium initial. Le sel n'a

pas d'influence significative sur phax

3.4 Effet des facteurs sur le temps de latence d& thermosphacta

L'analyse des données montre qu'aucun des facteudsinfluence sur le temps de latence,

dont la moyenne est de 0.55 jours.

3.5 Effet des facteurs sur la croissance dB. thermosphacta en fonction du temps

Chaque module prévisionnel précédemment déternsnémtégré dans le modéle primaire
de Rosso (équation 2) afin de modéliser la cromsateB. thermosphacta en fonction du
temps. Les valeurs observées et les valeurs pséulitgr les 15 expériences sont présentées en
figure 7. Le R2 est de 93.8 % et l'erreur type (HAYI8st de 0.55 Log UFC/g. L'erreur type
traduit la difference moyenne entre le nombreBdthermosphacta prédit par le modele et le
nombre observé. Le RMSE témoigne d'une bonne @uglibbale d'ajustement puisque
I'erreur communément admise en microbiologie esd.8eLog UFC/g. Cependant, on voit
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nettement que pour des températures de 4°C etmbrednitial deL. piscium fort, la qualité
du modéle prédictif est médiocre (figure 7). Swvldeur finale est correcte, en revanche le
modele sous estime lgnpk de B. thermosphacta : il prédit que le INax Sera atteint au bout de

30 jours alors qu'il I'est dés 10 jours.

T=47C, NaCl=1.43 %

T=4°C, NaCl=0.71 %

Mb. cellules {log10{ufc)iy)
Mb. cellules {log10{ufc)/g)
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Figure 7 : Courbes de croissance dB. thermosphacta en crevettes tropicales cuites décortiquées
et emballées sous atmosphére modifiée dans les éliféintes conditions de sel, température et
nombre delL. piscium initial. Vert : pas de L. piscium ; noir : L. piscium initial = 4.0 Log UFC/g

; rouge : L. piscium initial = 6.6 Log UFC/g. Traits pleins : valeurs pédites par le modéle. Signes

: valeurs observées

Si I'on regarde les courbes de croissancB.dbermosphacta et celles dd.. piscium (figure
2), on se rend compte que dans la plupart dedacaspissance dB. thermosphacta s'arréte

lorsque la bactérie lactique a atteint son maxineirque I'effet sur le khx €St assez faible.
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Ceci confirme les travaux de Jameson (1962) qubatr@ que la croissance de Salmonelles
en matrice alimentaire s'arrétait lorsque la pdputamicrobienne totale avait atteint son
maximum. Cet effet, appelé couramment "effet Jameso été rapporté depuis pour
Saphylococcus aureus dans les produits de la mer (Ross et McMeekin 1129 pourL.
monocytogenes dans le saumon fumé (Gimenez et Dalgaard, 2004 fotraulation de cet
effet est maintenant utilisée dans les modélesigicdnels de croissance de certaines
bactéries, notammerit. monocytogenes en présence de bactéries lactiques (Mejlholm et
Dalgaard, 2007) et intégrée dans des modeles tratur Internet (Seafood Spoilage and

Safety Predictor V. 3.1http://sssp.dtuaqua.fikCependant, nous avons montré qu'a forte

concentration initiale en bactéries lactiques, @ieegt le cas lorsque I'on utilise des bactéries
dans un but de bioprotectioh, piscium ralentit également ks C€ qui n'est pas pris en

compte dans les modéles couramment utilisés.

3.6 Effet des facteurs sur l'indice de qualité des échmillons contaminés par B.

thermosphacta

Pour les poissons frais conservés sous air, ontatensouvent une relation linéaire ente le
nombre de microorganismes spécifiguement respoesatie l'altération et la notation
sensorielle. En général, le produit est altéréloesce nombre atteint 4QFC/g (Jorgenseet

al., 1988). Pour les produits légérement préservéss dasquels plusieurs espéces
bactériennes participent souvent a l'altération;yila pas vraiment de limites connues (Leroi
et al., 1998; Leroiet al., 2001). La DLC étant beaucoup plus longue que payroduit frais,

on peut raisonnablement penser qu'il y a un efeatcdmulation des molécules chimiques
responsables des mauvaises odeurs au cours dedareation et qu'un nombre inférieur de
bactéries d'altération présentes pendant une lodgrée (10 a 28 jours) pourrait entrainer
I'altération du produit. Pour cette raison, il n@paru intéressant de modéliser non plus la
croissance d®. thermosphacta mais directement la note d'altération sensorigdligoroduit.

Le facteur temps a donc été ajouté comme variable,domaine d'étude étant entre 7 et 28
jours.

Le traitement statistique des données effectuéesu80 points d'analyses montre que seuls le
temps, le nombre initial de. piscium et le carré de ce nombre ont un effet significsiif
I'indice de qualité. En valeurs réelles, le modele suivant :

IQ =2.122 + 0.014 x (temps en jour) - 0.244 x (IMiy+ 0.018 x (Log Ni)?

La figure 8 représente I'évolution de l'indice delié en fonction de ces deux parametres.
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Ni (Log UFC/qg)

Figure 8 : Surface de réponse de l'indice de quaitestimé par le jury d'analyse sensorielle en

fonction du nombre initial de L. piscium et du temps

On visualise tres clairement que c'est principaténtieffet du nombre dé. piscium initial

qui joue sur la qualité du produit. En I'absencd.dgiscium, I1Q prédit par le modele est de
2.2 et 2.4 a respectivement 7 et 21 jours, c'@teaque I'échantillon est considéré comme
altéré dés 7 jours puis n'évolue plus beaucoufe Sdmbre de.. piscium initial est de 3 Log
UFC/g, 1Q vaut 1.5 et 1.7 a 7 et 21 jours respeatient, et 1.4 et 1.6 pour un niveau
d'ensemencement de 6 Log UFC/g et les échantidons donc jugés comme non ou trés
faiblement altérés. Ces résultats montrent qestrpas nécessaire d'inoculer le produit avec
une trés forte concentration en flore bioproteetqmour garantir la qualité sensorielle du
produit pendant au moins 28 jours. Pourtant le mene B. thermosphacta, lui, peut
atteindre assez rapidement une forte concentréfidnLog UFC/g pour un ensemencement
initial de 3 Log UFC/g dé&. piscium).

Ces résultats sont également illustrés par le negpiédictif d'IQ en fonction du nombre de
B. thermosphacta. La Figure 9 montre que les échantillons sontrédt€lQ > 2) uniquement
lorsqueB. thermosphacta atteint au moins 9 Log UFC/g. On peut constatetafigure 9 que
c'est le cas uniquement pour les échantillons guitpas été inoculés avecpiscium. Tous

ceux qui ont été ensemences avec la souche bioproteont été percus comme non ou
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faiblement altérés par le jury. On peut alors éraateux hypothéeses : soit I'altération des
crevettes n'est détectée par le jury que lordguéhermosphacta atteint un nombre trés
important (9 Log UFC/g), soit c'est la présence elléme delL. piscium qui empéche
I'émission de mauvaises odeurs, en modifiant l@bwdsme ddB. thermosphacta ou par des
phénomeénes de métabiose. Il est en effet asseptexueel qu'une bactérie reconnue comme
altérante dans un produit n'entraine pas de dégwadsensorielle pendant 4 semaines de

conservation méme lorsqu'elle atteint des niveauX Hog UFC/g des 7 jours (figure 2).

27 T T T T T T T T T T T T T T T T ]

2.4

1.8

15

Ni = 6.6 UFCI/g

12 _x . n L L L L s
3.2 5.2 7.2 9.2 11.2

B. thermosphacta (Log UFC/qg)

Figure 9 : Indice de qualité estimé par le jury d'aalyse sensorielle en fonction du hombre initial

de B. thermosphacta

En conclusion, l'interaction entte piscium et B. thermosphacta dépend essentiellement du
nombre initial del. piscium. Plus celui-ci augmente, plus le taux de croissatde nombre
maximum de B. thermosphacta diminuent. La température intervient également smai
uniquement sur le taux de croissance, avec un tisdement du développement &
thermosphacta en présence de piscium d'autant plus fort qu'on travaille a 4°C. Le seln'a
d'incidence que sur le nombre final Bethermosphacta et dans une faible mesure. L'effet
inhibiteur deL. piscium est plus marqué a faible concentration en sel.

Afin de limiter le nombre final d8. thermosphacta a 4 Log UFC/g, l'inoculum de départ doit
étre au moins de 7 Log UFC/g. En revanche, un inocylus faible (3 Log UFC/g) permet

de garantir la qualité sensorielle pendant au m@8sjours. Ceci pose la question du
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mécanisme intrinseque de I'amélioration de la tpiatles crevettes par le ferment

bioprotecteur. L'inhibition du nombre de bactéra@trantes n'est sans doute pas le seul
élément qui permet garantir la qualité. Il est gmesque l'association des deux bactéries
dégrade ou génere des composeés volatils nouveadiiamd les odeurs du produit. Ce type

d'effet a déja été montré par Joffraaidhl. (2006). Actuellement, la plupart des méthodes de
screening de bactéries bioprotectrices sont basé&ades tests d'inhibitions bactériennes. Nos
résultats montrent que ce type de screening e dante réducteur et que des tests

miniaturisés, basés sur I'amélioration sensord@ke produits, pourraient permettre de trouver

de nouvelles souches originales.
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Inhibition de Listeria monocytogenes et

|nteractions bactériennes
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Chapitre 1ll — Partie 1

Introduction

Les produits de la mer préts a consommer, et pdérement la crevette cuite décortiquée
sont trés prisés par les consommateurs européapendant, comme toutes les denreés
prétes a consommer ce produit reste trés expoaépaésence et au développementLde
monocytogenes comme cela a été montré dans les études de Guddiittidet al. (2006) et
Valdimarssoret al. (1998), alertant ainsi sur les risques sanitdiéssa la consommation de
tels produits par les populations a risqua présence de cette bactérie dans les crevettes
cuites est souvent le fait d’'une recontaminatiars ldu procédé de fabrication liée au non
respect des conditions d’hygiéne dans la chaindratesformation. Pour lutter contre le
développement de cette flore pathogéne dans |&tteedécortiquée pendant sa durée de vie
(10 a 12 jours en conditions réfrigérées), le sageka basse température, le conditionnement
sous atmosphére modifiée riche en ,C@ salage (moins de 1%), et dans certains cas
I'utilisation d’'additifs conservateurs (sorbate) nsoles principales barriéres utilisées.
Néanmoins, ces techniques restent peu efficaced .samonocytogenes, qui montre des
capacités d’adaptation surprenante dans ces comglitAinsi la recherche d’'une technologie
de barriere additionnelle contre les flores pathegéen général a conduit a I'utilisation de la
biopréservation pour ces produits. Plusieurs étuntes montré l'efficacité de bactéries
lactiques productrices de bactériocine pour luttentre L. monocytogenes (Brillet et al.,
2005;Duffeset al., 1999). La plupart de ces bactéries lactiques agfigss production d’'une
ou plusieurs bactériocines qui est nécessairectii@ inhibitrice des souches (Richaatdal .,
2003; Yamazaket al., 2003). Des bactéries lactiques non productrigebattériocines ont
également montré des capacités d’inhibition. Airdilsson et al. (1999) ont démontré
I'efficacité de C. maltaromaticum (ex piscicola), souche non productrice de bactériocine
contreL. monocytogenes dans du saumon fumé. Matamosbsl. (2009a) ont également mis
en évidence la capacité de la souché.d@scium CNCM 1-4031 a limiter la croissance te
monocytogenes sur des crevettes cuites décortiquées naturellecoatéminées, sans produire
de bactériocineContrairement aux souches @arnobacterium précédemment étudiées dont
I'activité inhibitrice était ciblée surL. monocytogenes, l'intérét de cette souche de
Lactococcus est sa capacité a inhiber a la fois des floregat@ion, comme nous I'avons vu
dans les parties précédentes, et cette bactéhegeate.

Dans cette premiere partie la souché.dgiscium CNCM [-4031 étudiée précédemment pour
son activité antimicrobienne contBe thermosphacta sans production de bactériocine a été
testée contrd.. monocytogenes sur crevette décortiquée cuite, stérile. L'objeétiait de
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Chapitre 1ll — Partie 1

confirmer l'activité spécifique dk. piscium contreL. monocytogenes, sur matrice dépourvue

de flores annexes en vue de son application congest dioprotecteur dans cette matrice.
Pour ce faire, les crevettes ont été stériliséesopaation puis les deux souches ensemenceées
a 10 UFC/g (. piscium) et 1d UFC/g (. monocytogenes) en cultures pures et en culture
mixte. Le produit a été conditionné sous atmospipeotectrice (50% M- 50% CO2) et
stocké a 8°C pendant 31 jours. Parallelement avi sigi croissance de ces deux micro-
organismes, les parametres physico-chimiques (pHdugtion acide, consommation de
glucose) pouvant étre liés a I'inhibition de la clo@ cible par la souche protectrice ont été

déterminés.

Principaux résultats

L. piscium a montré une croissance similaire a celle obsedeés le chapitre 1 sur matrice
crevette cuiteL. monocytogenes s’est révélée étre une bactérie tres adaptéenaatdace
crevette avec une population maximale de 9 log gFRipres 14 jours d’incubation. Cette
bonne implantation dé.. monocytogenes, montre qu’il existe un risque potentiel si des
produits présentant une contamination initiale smmsommés aprés une mauvaise maitrise
des températures de stockage. Cependant, en coesult souche de. piscium a confirmé
son potentiel bioprotecteur en inhibant la croissatel.. monocytogenes de 3,4 log UFC/g a
partir de 10 jours d’incubation et jusqu’a la fia Bentreposage a 8°C. Une baisse du pH de
6,6 a 5,9 ainsi qu’une production d'acide lactique été observées dans tous les lots. Cette
baisse s’est produite au cours des trois premiens jde stockage dans le lot inoculé alvec
piscium, alors qu’elle arrive plus tard dans les autrds. lba production d’acide lactique
maximale est proche de 50 mM (4,5 g/l) dans leatillons inoculés avelc. monocytogenes

ou L. pisicum seuls. Dans les échantillons ou les deux bactéaesajoutées, cette production
maximale atteint environ 90 mM (8,1 g/l). Dans lat e déterminer si le pH et l'acide
lactique produit suffisent a expliquer I'inhibitiple logiciel Seafood Spoilage Safety Program
Predictor (Dalgaaret al., 2002), a été utilisé pour simuler la croissaneé.dnonocytogenes

en matrice crevette avec les parametres suivenipérature de 8°C, 45% de £@H 5,9 et
89,9 mM d’acide lactique. Aucune inhibition de monocytognes n’est prédite dans ces
conditions ce qui suggére que la production d’adairique combinée a la baisse de pH
n’expliquent pas a eux seuls 'inhibition demonocytogenes dans cette étude. En revanche la
rapide consommation du glucose observée dans lentmulé parlL. piscium pourrait
expliguer en partie cette inhibition.
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Afin d’élucider les mécanismes d’action de cetteibition, un milieu chimiquement défini a
été mis au point pour reproduire l'inhibition obsss entre ces deux bactéries sur matrice

crevette et tester et 'hypothése d’'une compétitiotritionnelle. Ce travail est présenté dans
la partie 3-2.
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Protective Effect of a Non-Bacteriocinogenic
Lactococcus piscium CNCM [-4031 Strain
Against Listeria monocytogenesin Sterilized
Tropical Cooked Peeled Shrimp

PAPA ABDOULAYE FALL,! FRANCOISE LEROI,!
FREDERIQUE CHEVALIER,! CAMILLE GUERIN,!
AND MARIE-FRANCE PILETY?

1L aboratoire de Science et Technologie de la Biomasse Marine, Ifremer,
Nantes, France
2UMR INRA 1014 Secalim ONIRIS, Nantes, France

The protective activity of a non-bacteriocinogenic Lactococcus piscium CNCM 1-4031
strain against Listeria monocytogenes was investigated in tropical cooked peeled
shrimp stored at 8°C in modified atmosphere packaging (50% N,-50% CO,). When
inoculated alone (L. piscium 10° CFU g~* and L. monocytogenes 10* CFU g2), protec-
tive culture and target strain grew very well on shrimp reaching a maximum cell number
of 10° CFU g after 7 and 14 days, respectively. In the presence of L. piscium, growth
of L. monocytogenes was totally prevented after 3 days of storage. The count was 3.4 log
CFU g* lower than in the control after 10 days and until the end of storage (31 days).
Using the Seafood Spoilage and Safety Predictor Software (http: //sssp.dtuaqua.dk), it was
shown that pH decrease from 6.58 to 5.94 and lactic acid concentration of 89.65 mM mea-
sured in the co-inoculated batch did not fully explain the inhibition observed.

Keywords inhibition, biopreservation, challenge-test, lactic acid, nutritional competition

Introduction

Shrimp is one of the most marketed seafood productsin the world. In France, shrimp isthe
second most imported seafood (after salmon) with 105,300 tons and 536 million eurosin
value during 2008 (http://www.ofimer.fr/Pages/filiere/bilans_annuels ofimer). Conve-
nience preparation such as cooked and peeled shrimp packed under modified atmosphere
is gaining more and more importance in Europe. These products are very sensitive to
microbial growth due to their neutral pH, weak salinity, and presence of nitrogenous
compounds with weak molecular weight. Growth of pathogenic microorganisms such as
Listeria monocytogenes constitutes a major problem in such refrigerated ready-to-eat
(RTE) food products. L. monocytogenes is a human pathogenic bacteriathat is responsible
for foodborne listeriosis generally associated with a high mortality rate: 20-40% among
the high risk group of people (pregnant women, immuno-compromised patients, etc.). The
presence of L. monocytogenes was detected in 26.5% of cooked peeled shrimp analyzed
by Vadimarsson et a. (1998) and in 11.2% of semi-final products according to the survey

Address correspondence to Marie-France Pilet, ONIRIS, UMR INRA 1014 Secalim, Rue de la
Géraudiére, BP 82225, F-44322 Nantes, France. E-mail: marie-france.pilet@oniris-nantes.fr
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of Gudmundsdottir et al. (2006), confirming the safety risk when good hygienic practices
are not respected. Growth of this undesirable bacteria is usualy delayed, but not totally
stopped, by the use of classical techniques such as salting, low storage temperature, or
modification of the atmosphere packaging (Rutherford et a., 2007; Tsigarida et al., 2000).
Preservatives—mainly organic acids that are not always well-accepted by the consumer—
are often added with more or less success (Heavin et a., 2009; Megjlholm and Dalgaard,
2002; Tokarskyy and Marshall, 2008; Mejlholm et al., 2008). All of these results pointed
out that L. monocytogenes can constitute amajor safety risk for consumersin such products.

Therefore, the research of new natura hurdles which limit the growth of pathogenic bac-
teriain shrimp isimportant. Biopreservation—a technology consisting of using protective
living microorganisms to inhibit the growth of pathogenic and spoiling bacteria—has gained
increasing attention to ensure the safety of RTE food. Many studies reported the useful-
ness of some bacteriocin-producing lactic acid bacteria (LAB) to limit the growth of
L. monocytogenes in seafood, especialy in cold-smoked salmon (Brillet et a., 2004; Tomé
et a., 2008; Vescovo et a., 2006; Weiss and Hammes, 2006). However, the Quality Presump-
tion of Safety status that is a required measure for afood application in Europe may be more
difficult to obtain for bacteriocinogenic bacteria, enhancing the interest for protective cul-
tures that do not produce bacteriocin-like compounds. Selection of such bacteria that inhibit
L. monocytogenes without changing the delicate flavor of shrimp is still a challenge and has
so far been explored only in afew studies (Nilsson et d., 1999, 2005; Y amazaki et al., 2003).

In arecent study, a strain of Lactococcus piscium has been isolated from raw salmon
and has shown capacities to enhance the sensory shelf-life of naturally contaminated
cooked/peeled shrimps and cold-smoked salmon (Matamoros et al., 2009a). This strain
also showed inhibition of L. monocytogenes without bacteriocin production. The aim
of this study was to confirm the specific antimicrobial activity of this strain against
L. monocytogenes in tropical shrimp packed under modified atmosphere and to investi-
gate the inhibitory mechanisms that could be involved in thisinhibition. For that purpose,
a sterilized shrimp model was used to avoid the background flora. Physicochemical
parameters related to the growth of the protective and the target strains were also deter-
mined in order to tentatively explain the inhibition.

Materials and M ethods

Strains and Culture Conditions

The strains of Lactococcus piscium CNCM 1-4031 (formerly, Lactococcus piscium
EU2241) and Listeria monocytogenes RF191 used in this study were isolated from fresh
salmon steak packed under modified atmosphere (Matamoros et a., 2009b) and from
tropical cooked peeled shrimp, respectively (CEVPM, Boulogne-sur-mer, France). Bacte-
ria strains were stored at —80°C in their growth medium containing 10% glycerol. For
challenge tests, L. monocytogenes RF191 and L. piscium CNCM 1-4031 were subcultured
twice successively in Brain Heart Infusion and Elliker broth (Biokar Diagnostics,
Beauvais, France), respectively, for 24 h at 26°C. Cultures were then diluted in physiolog-
ical solution (0.85% NaCl, 0.1% peptone) to obtain appropriate cell concentrations.

Shrimp Preparation

Farmed tropical shrimp (Penaeus vannamei) from Colombia were supplied by MITI
(Nantes, France) in frozen, beheaded, and peeled conditions, without sulphite added. They
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were cooked in our laboratory at 100°C for 2.5 min in 3% salted water. After cooking,
shrimp were immediately immersed in melting ice and frozen at —80°C. They were
transported to IONISOS (Pouzauges, France) for ionization at 3.75 kGy, under frozen
conditions (-80°C).

Challenge Tests

Cooked shrimp were inoculated at 10% (v/w) by spraying diluted cultures to obtain an esti-
mated final level of 7 log CFU g™t and 4 log CFU g for L. piscium and L. monocytogenes,
respectively.

Four batches were prepared: (1) sterility control; (2) inoculation with L. piscium
CNCM 1-4031; (3) inoculation with L. monocytogenes RF191; and (4) co-inoculation with
L. piscium + L. monocytogenes. After inoculation, portions of 125 g of shrimp were
packed in punnets under modified atmosphere 50% N,-50% CO, (Multivac T250,
Wolfertschwenden, Germany) with a ratio shrimp:gas of approximately 2:1. The samples
were stored at 8°C for 31 days and regularly sampled for microbiological and physico-
chemical analyses. All the analyses were donein triplicate.

Microbial Enumeration

Each day of analysis, three punnets per batch were opened, and 20 g of shrimp were mixed
with 80 mL of physiological solution in sterile plastic bags and blended with a stomacher
400 (Seward Medical, London, UK) for 2 min. Total microbia flora was determined in
uninoculated batch by pour plating (26°C, 48-72 h) on Plate Count Agar (Biokar Diagnostics).
L. piscium was enumerated by spread plating onto Elliker agar plates incubated at 26°C
for 48 h under anaerobiosis for batch 2 and at 8°C for 7 days for batch 4. L. monocytogenes
was enumerated on spread plate of Pacam with sdective supplement (Biokar Diagnostics)
after 24 h at 37°C.

Physicochemical Parameters

The pH was measured immediately after microbiological analyses into the stomacher bag
by immersing the electrode of the pH-meter (Mettler Delta 320, Halstead, UK). L-lactic
and acetic acid determination was performed using enzymatic kits with NADH,, detection
at 340 nm (acetic acid 021 and L-lactic acid kit 022, Biosentec, Toulouse, France). D-lactic
acid was not monitored as we had previoudy confirmed that L. piscium and L. monocytogenes
did not produce this isoform. Fifty grams of flesh per punnet were homogenized in a
Waring Blender (Waring, New Hartford, CT, USA), and 3 g of homogenate were mixed
with 20 mL of water. The mixture was centrifuged at 10000 g for 10 min. The supernatant
was transferred into a new tube and used as sample solution in the assays by following the
instruction of the enzymatic test kit supplier. Sugar content was measured by a modified
colorimetric method of Dubois et a. (1956). The nature of the sugar was identified by gas
chromatography using the method of Kamerling et a. (1975), modified by Montreuil et al.
(1986). Theinjection of compounds derived from glycoside residues was performed on an
AT 6890N chromatograph (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA) equipped with
an automatic sample loader, a Factorfour capillary column VF-1IMS (Varian Inc., Lake
Forest, CA, USA) with helium as carrier gas and a flame ionization detector. The temperature
profile was programmed as follows: 50°C for 1 min, from 50°C to 120°C at 20°C min?,
from 120°C to 240°C at 2°C min, from 240°C to 280°C at 10°C min™%, and 280°C for
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10 min. Prior to inoculation, shrimp characteristics (pH, water phase salt content, proteins,
lipids, and dry matter) were analyzed in triplicate from 125 g of crushed flesh. For water
content, 8 g of sample were dried at 105°C overnight. The Kjeldahl method (Crooke and
Simpson, 1971) was used to determine total proteins. Salt content in shrimp meat was
determined using a chlorine analyser (Sherwood MK 11 analyser 926, Grosseron, Nantes,
France). Total fat content was extracted by using the Folch method (Folch et al., 1957).

Listeria monocytogenes Growth Prediction

The Seafood Spoilage and Safety Predictor software V3.1 (SSSP V. 3.1) proposed by
Mejlholm and Dalgaard (2007b) and devel oped to predict the growth of L. monocytogenes
in seafood product was used (http://sssp.dtuaqua.dk, retrieved September 3, 2009). This
software takes into account different product characteristics such as pH; water phase
NaCl; lactic, acetic/diacetate, benzoic, citric, and sorbic acids; phenolique content; storage
temperature; % CO, in headspace gas at equilibrium; and naturally occurring lactic acid
bacterial count.

Results and Discussion

After cooking, shrimp were composed of 73 + 0.5% of water, 22.1 + 0.0% of proteins,
0.49 £ 0.0% of total lipid, 0.47 £+ 0.04% of glucose, and 1.24 + 0.02% of NaCl, and had an
initial pH of 6.54 + 0.02. In uninoculated batches, no colony was detected on the Petri
dishes within the 31 days of storage, showing that the ionisation method allowed a good
decontamination (detection threshold: 5 CFU g ™). lonization at low level (2—4 kGy) under
frozen conditions to avoid lipid oxidation has aready been used to obtain sterile cold-
smoked salmon small blocks for bacterial interactions studies (Brillet et a., 2004; Joffraud
et a., 2006). Figure 1 shows the growth of L. piscium and L. monocytogenes in inocul ated
batches. L. piscium increased from 7.0 + 0.2 log CFU gt to 9.1 + 0.1 log CFU gt in
7 days and remained at its maximum level during the entire storage period. L. monocytogenes
was inoculated at 3.8 + 0.1 log CFU g and reached 9.2 log CFU ¢! after 14 days. For
both bacteria, no lag phase was observed. These results demonstrated the adaptation of
L. piscium CNCM 1-4031 and L. monocytogenes RF191 to the shrimp matrix. A rapid
growth of L. monocytogenes at 8°C has al so been observed by Matamoros et al. (2009a) in
vacuum-packed cooked shrimp and in the same products stored at 8°C under modified
atmosphere containing 50% CO,, 30% N, and 20% O, (Mejlholm et al., 2005). In the
presence of L. piscium CNCM 1-4031, L. monocytogenes count increased by approxi-
mately 1 log during the first 4 days, but then growth was totally stopped. The population
was reduced by 3.4 + 0.2 log CFU g* compared to the control after 10 days of storage,
and thisreduction lasted for 31 days (Figure 1). Considering the fact that the naturd initial
contamination levels of L. monocytogenes in shrimp are generally very low (< 1 CFU g %;
Paranjpye et a., 2008), the protective effect of L. piscium CNCM [-4031 demonstrated in
this study could be very promising to ensure the safety of RTE shrimp toward L. monocy-
togenesrisk. Many studies failed to correctly prevent growth of L. monocytogenesin food
products by using preservatives or non-bacteriocin producing LAB. Richard et al. (2003)
failed to prevent growth of L. monocytogenes with a non-bacteriocin mutant of C. divergens
V41. Yamazaki et a. (2003) also failed to prevent growth of L. monocytogenes at 12°C
and 20°C in cold-smoked salmon by using a non-bacteriocinogenic C. piscicola JCM
5348. Paranjpye et al. (2008) demonstrated that ozone and chlorine dioxide were not
efficient to inhibit the growth of L. monocytogenes in cooked peeled cold-water shrimp.
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Figure 1. Growth of Lactococcus piscium CNCM [-4031 and Listeria monocytogenes RF191 in
peeled and cooked shrimp packed under modified atmosphere and stored at 8°C. (W) L. piscium
CNCM [-4031 aone; (O) L. piscium CNCM 1-4031 co-inoculated with L. monocytogenes RF191;
(x) L. monocytogenes RF191 alone; and (A) L. monocytogenes co-inoculated with L. piscium
CNCM [-4031. Values are averages of three analyses + standard deviation.

In the study of Mejlholm et al. (2005), an effect of the natural lactic flora on the growth
inhibition of L. monocytogenes was observed at 2°C, but it was hugely reduced at 5°C or
8°C. Some combinations of citric, benzoic, and sorbic acids often used in industry were
also not totally efficient to prevent growth of L. monocytogenes in brined shrimp
(Mgjlholm et a., 2008). In our experiment, growth of L. monocytogenes stopped when
L. piscium CNCM 1-4031 reached its maximum population density. This phenomena is
usually described as the Jameson effect (Gimenez and Dalgaard, 2004; Ross et al ., 2000).
However, the mechanismsinvolved in this effect are still not elucidated. In order to deter-
mine if the growth limitation of L. monocytogenes could be due to acidification, pH and
organic acids production were monitored during the storage (Figure 2). The pH value
remained constant (6.54-6.59) in the uninoculated batch during the whole storage time
(data not shown), whereas in all inoculated batches, a pH decrease was observed suggest-
ing that acidification can only be linked to the presence and growth of microorganisms. In
samples inoculated with L. piscium CNCM 1-4031, the pH value decreased rapidly from
6.58 + 0.02 to 5.94 + 0.13 (Figure 2) after 7 days of storage and then remained constant
during storage. L. monocytogenes also reduced the pH from 6.52 + 0.03 to 5.90 + 0.01 but
only after 17 days of storage. In the co-inoculated batch, the pH reduction was similar to
the one observed in the L. piscium batch; i.e., decrease from 6.62 to 5.91 + 0.06 after
7 days of storage. No acetic acid was produced by L. piscium and L. monocytogenes. In
sterility control, the naturally occurring water phase L-lactate was constant, between
25.57-28.15 mM during the storage time. In all other batches, a L-lactic acid production
was recorded. When L. piscium CNCM [-4031 was inoculated alone, the maximum
concentration (52.81 + 4.56 mM ) was observed at day 7, when the maximum cell count
was reached, and coincided with the pH decrease (Figure 2). L. monocytogenes is also a
L-lactic acid producer, and quite similar concentrations were noticed at the end of the
growth phase (47.64 £ 0.91 mM after 17 days). In the co-inoculated batch, L-lactic acid
concentration increased to 89.65 + 1.82 mM in 7-days storage, corresponding to the sum
of lactic acid produced by L. piscium and L. monocytogenes during this period. Then, a
decrease to 56.16 + 1.52 mM was observed. The lactic acid concentration in the batch
inoculated with L. piscium CNCM [-4031 is similar to those obtained by Papathomopoulou
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Figure 2. L-lactic acid (dotted line) and pH (solid line) evolution in peeled and cooked shrimp

packed under modified atmosphere, stored at 8°C and (M) inoculated with Lactococcus piscium

CNCM 1-4031 aone; (x) L. monocytogenes RF191 alone; and (@) co-inoculated with L. piscium

CNCM [-4031 and L. monocytogenes RF191. Values are averages of three analyses + standard
deviation.

and Kotzekidou (2009), who demonstrated in their study that 54 mM of lactic acid at pH
4.15 had a great antimicrobial action on L. monocytogenes growth in simulated meat
medium fermentated with Lactobacillus sakei. In another study, Juven et a. (1998)
showed that 50 mM of lactic acid at pH 5.4 produced by Lactobacillus alimentarus was
enough to reduce by 2 log the count of L. monocytogenes in vacuum-packed ground beef.
Weak organic acids such as lactic and acetic acids are known to limit microbial growth
because of their strong antimicrobial activity (Choi et al., 2009; Mejlholm and Dalgaard,
2007a). However, this antimicrobia effect is more pronounced when the pH is close to
their pKavalue (3.86 and 4.76 for lactic acid and diacetate, respectively), as shown in the
study of Papathomopoulou and Kotzekidou (2009), due to toxicity of the non-dissociated
fraction of weak organic acids. Comparing our results to those above, the lactic acid
produced by L. piscium CNCM 1-4031 at the pH value of 5.9 may have alimited effect on
L. monocytogenes growth. In order to confirm this hypothesis, the SSSP V. 3.1 was used.
When predicting the growth of L. monocytogenes alone, the value of the environmental
parameters were: temperature (8°C), % CO, in headspace gas at equilibrium (45%), water
phase salt (1.24), pH value (6.54), and water phase lactate (25.5 mM). When predicting
growth of L. monocytogenesin the presence of lactic acid in the co-culture with L. piscium
CNCM 1-4031, the pH and water phase |actate used were 5.9 and 89.65 mM, respectively.
The predicted and observed growth of L. monocytogenes in shrimp are shown in Figure 3.
The maximum population density of L. monocytogenes RF191 observed in shrimp when
inoculated alone was 9.4 log CFU g, whereas the predicted density was 8.5 log CFU g L.
The model sensibly underestimated the growth of L. monocytogenes. In the presence of
89.65 mM of lactic acid at pH (5.9), the predicted Ly, and Ng; 4,5 Were 0.029 h™tand 8.5
log CFU g™; whereas observed (1., and Ny 4, Were 0.009 ™" and 6.1+ 0.1 log CFU g™,
respectively. These results showed that in shrimp meat the lactic acid produced by L. piscium
CNCM 1-4031 combined with the limited decrease of pH (5.9) cannot fully explain the
antilisterial activity. When introducing the lactic acid bacteria count in the model, no
growth of L. monocytogenes was predicted after 4 days, as observed in our study. How-
ever, the reason for the inhibition remained unknown. Matamoros et a. (2009b) have
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Figure 3. Observed and predicted growth by the Seafod Spoilage and Safety Predictor V.3 software
of Listeria monocytogenes in peeled and cooked shrimp packed under modified atmosphere and
stored at 8°C. (x) observed L. monocytogenes RF191 alone; (A) observed L. monocytogenes RF191
co-inoculated with Lactococcus piscium CNCM 1-4031; (thick line) predicted L. monocytogenes
alone; (thin line) predicted L. monocytogenes at pH 5.9 and with 89.65 mM of lactic acid.

shown that the antimicrobial activity of this strain could not be linked to bacteriocin-like
compounds or hydrogen peroxide. Other mechanisms like nutritional competition or syn-
ergic effects between lactic acid production and depletion for specific nutrients may be
involved in this bacteria interaction. In the batch inoculated with L. piscium CNCM I-
4031 aone, glucose concentration decreased from 0.36 + 0.00% to 0.16 + 0.01% during the
first 3 days of storage and remained almost constant during the entire storage period. The
same evolution was noticed in the co-inoculated batch (data not shown), whereas in the
batch inoculated with L. monocytogenes alone, the glucose concentration decreased slowly
from 0.43 £ 0.01% to 0.17 = 0.01 % over 17 days of storage. The rapid consumption
of glucose by the L. piscium strain could partialy explain its inhibitory activity toward
L. monocytogenes as it has been shown previously with a strain of Carnobacterium maltar-
omaticum (piscicola; Nilsson et al., 2005). To elucidate the implication of glucose or other
nutrient compounds competition in the inhibition of L. monocytogenes by L. piscium
CNCM 1-4031, aliquid medium simulating shrimp composition is under development.

Conclusion

Theinhibitory effect of L. piscium CNCM [-4031 described in this study suggests that this
strain may be efficient to control L. monocytogenes growth in cooked and peeled shrimp
stored in modified atmosphere at abuse temperature.
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Chapitre Il — partie 2

1 Introduction

La compréhension des mécanismes d’inhibition desesl protectrices vis-a-vis de flores
cibles a fait I'objet de nombreux travaux pour leactéries lactiques productrices de
bactériocines. Dans certains cas, elle est étiahédtilisant des mutants ou des variants non
producteurs de bactériocines qui montrent une igetimoindre ou absente (Nilssen al.,
2004; Richardet al., 2003). Dans d’autres études, l'activité est caidpa I'utilisation de
souches proches ne montrant pas d’inhibition (Tadial., 2009; Yamazaket al., 2005;
Yamazakiet al., 2003). Lorsqu’une inhibition est mise en évidesaas que la production
d’'un composé de type bactériocine ne soit prodag, mécanismes impliqués sont plus
rarement expliqués. Plusieurs études qualifiemt@tade la croissance de monocytogenes

en présence de certaines bactéries lactiques dJzffeeson (Gimenea al., 2004; Jameson,
1962; Rost al., 2000) sans que des hypotheses ne soient avgnméesxpliquer cet effet.
En utilisant diverses approches, I'étude de Nilsaoal., (2005), a démontré que l'activité
inhibitrice deC. piscicola surL. monocytogenes est liée a une compétition pour le glucose. En
revanche, I'hypothese d’'une compétition nutritidienepour les acides aminés pouvant
expliquer linteraction entré.actococcus garviae et Staphylococcus aureus n'a pas pu étre
démontrée en matrice lait (Alometral., 2008). Comme nous I'avons vu dans le chapitie 1,
mécanisme d’action de. piscium CNCM 1-4031 vis-a-vis dé. thermosphacta n’a pas été
totalement expliqué par les expérimentations réedigdirectement sur matrice crevette. Pour
tenter d’approfondir les mécanismes impliqués dazgtte interaction, la mise au point de
milieux chimiquement définis permettant la croissamles deux souches a été entreprise,
mais aucun des milieux testés n'a permis d’obtemie croissance satisfaisante pdir
thermosphacta. Pour cette raison, les travaux visant a éludeemeécanismes impliqués dans
I'inhibition se sont redirigés sur linteraction tem L. piscium CNCM 1-4031 etL.
monocytogenes RF191 mise en évidence dans la premiére partiehdpitre 3 Dans cette
optique, un milieu chimiquement défini permettaiing part d’'obtenir une bonne croissance
de chacune des bactéries en culture pure, d’aattedp reproduire I'inhibition observée sur
matrice, a été mis au point. Une approche globalnt a établir le profil métabolomique des
deux souches sur ce milieu a été entreprise. Biités hypotheses de mécanismes de
compétition nutritionnelle ont ensuite été testdaas ce milieu en suivant les principaux
composés consommeés et en testant I'effet de lal@umeptation par différents groupes de

composes sur la reprise de croissancke. t@nocytogenes.
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2 Matériels et méthodes

2.1 Souches étudiées

La souche protectrice. piscium CNCM [-4031 isolée de pavés de saumon frais cramotiés
sous atmosphére protectrice par Matamomdsal. (2009b) et la souche cibléd.
monocytogenes RF191 isolée de crevette tropicale cuite décorgqagt été utilisées dans
cette étudelLes souches sont conservées a -80°C en miligkeEbivec 20% glycérol pou.
piscium et BHI avec 20% glycérol polw. monocytogenes. Les précultures sont réalisées dans

de I'Elliker pourL. piscium et du BHI poul.. monocytogenes, pendant 24 h a 26°C.

2.2 Mise au point d’un milieu chimiquement défini

Un premier milieu de culture baptisé Model Shrimgdim (MSM) tamponné a pH=7,
obtenu par croisement des données issues de letérasation de la crevette (Fait al.,
2010a) et celles de la littérature a été mis autppiis enrichi avec différents composés
(tableau 1). Les 7 milieux ainsi obtenus ont étéeamencés a 1% avec une préculture de
chacune des deux souches en microplaques (300 pups). Si nécessaire, une dilution dans
les mémes milieux que celles de la préculture arétdisée afin d'atteindre un taux
d’inoculum commun pour chaque souche d&UBC/mI. La DQoo nma été suivie a l'aide du
systeme Bioscreen pendant environ 200 h a 8°Cird die comparaison, les croissances ont
eégalement été réalisées sur milieu Elliker et BHk@r jus de crevette préparé dans les
conditions décrites par Fadl al. (2010a), ensemencés dans les mémes conditions.

Le taux de croissance a été calculé en prenamrigemle la représentation graphique Ln (DO)

en fonction du temps.
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Tableau 1 : Composition des différents milieux « Mdel shrimp Medium" (MSM) par litre de

milieu.
Composés Concentration/l| MSM| MSMA| MSMB | MSMC | MSMD | MSME | MSMF
Tampon
KH,.PO, 6,56 g X X X X X X X
Na,HPQ,,7H,0 30,96 g X X X X X X X
Sucre
Glucose 790 X X X X X X X
Sels
MgS04,7H20 0,49 X X X X X X X
NaCl 8¢ X X X X X X X
Citrate de Fer 0,088 g X X X X X X X
Acides aminés
L-alanine 0,05¢ X X X X X X X
L-arginine 0,1g X X X X X X X
L-cystéine 0,05¢g X X X X X X X
L-glutamate 0,19 X X X X X X X
L-glutamine 0,059 X X X X X X X
L-glycine 0,19 X X X X X X X
L-histidine 0,05¢g X X X X X X X
L-isoleucine 0,059 X X X X X X X
L-leucine 0,059 X X X X X X X
L-lysine 0,19 X X X X X X X
L-méthionine 0,19 X X X X X X X
L-phénylalanine 0,05¢g X X X X X X X
L-proline 0,15¢ X X X X X X X
L-sérine 0,15¢g X X X X X X X
L-thréonine 0.1g X X X X X X X
L-valine 0,15¢ X X X X X X X
Tryptophane 0,19 X X X
Tyrosine 0,059 X X X
Taurine 0,19 X X
Vitamines
Riboflavine 0,3 mg X X X X X X X
Thiamine 0,1 mg X X X X X X X
Niacine 15mg X X X X X X X
Vit B12 0,01 mg X X X X X X X
Vitamine D 0,005 mg X X X X X X X
Acide 0,4 mg X X
aminobenzoique
Acide folique 0,32 mg X X
Piridoxal 0,5 mg X X
Solution d’oligo- X
éléments
Solution de 1X X X
Murashigue (10X)
Bases
Adénine 0.005¢g X X
Guanine 0.01g X X
Uracile 0.01g X X
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2.3 Test d’'inhibition sur milieu MSMA

2.3.1 Cultures séquentielles

Cette technique consiste a faire pousser la sobicipeotectrice dans le milieu MSMA dans
un premier temps pendant 24 h avant d’ensemenagulehe cible. A partir de la préculture
réalisée dans les conditions habituellespiscium CNCM 1-4031 a été ensemencé dans le
MSMA & 1% afin d’atteindre TOUFC/mI puis incubée a 26°C pendant 24 h. Au tedme
cette incubation, la culture a été centrifugée @085pendant 10 min. Le surnageant résultant
de cette opération a été prélevé puis stérilisdilp@ation avec un filtre de 0.45 um. Le milieu
pré fermenté ainsi obtenu est transféré dans worflale 100 ml et inoculé a 1% avec la
souche del. monocytogenes préalablement diluée dans du BHI afin d’atteindre taux
d’inoculum de 18 UFC/ml. Le flacon de culture est ensuite incul®2C et la croissance de
la souche cible est suivie par dénombrement sueumiBHI agar. Un témoin cultivé dans un

milieu MSMA non pré fermenté€, ensemencé dans leaesé&onditions est suivi en parallele.

2.3.2 Co-cultures avec contact cellulaire

L. piscium et L. monocytogenes sont ensemencées a °1QFC/ml et 18 UFC/ml
respectivement dans un flacon de 100 ml conteeamilleu MSMA. La culture est incubée a
26°C et la croissance des deux souches est sum@tanément par dénombrement sur
gélose BHI agar incubé 24 h a 37°C paumonocytogenes et sur gelose Elliker incubée 5
jours a 8°C en anaérobiose paumpiscium. La croissance de chaque souche est comparée a
celle observée en culture pure dans le méme nuketulture.

2.3.3 Co-culture sans contact cellulaire dans un systeoh@ible compartiment

Ce systéme permet de faire croitre les deux sowamhagme temps sans qu'’il y ait un contact
direct entre les cellules. Les deux compartimemtel dispositif sont séparés par un filtre
stérile de 0.22 um de diametre qui permet le pasdag nutriments d’'un c6té a I'autre tout en
empéchant le passage des bactéries. Dans ce tfspbsique souche est ensemencée a 1%
dans un des compartiments contenant le milieu MSM#&, mémes niveaux d’'inoculum que
précédemment. Leurs croissances sont suivies pand@ement pendant 48 h comme dans
I'expérience précédente et sont comparées avectédesns de cultures pures ensemences

dans des flacons de méme volume.
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2.4 Analyses physico-chimiques

2.4.1 Profil métabolomique global de chaque souche

La métabolomique permet par I'utilisation de teclugis d’analyse spécifique d’avoir une vue
intégrée d'un ensemble de métabolites de petitess@sa moléculaires d'un systeme
biologique. Cette technique est appliquée a noardéitlons afin de comparer les empreintes
de composition du milieu MSMA non ensemenceé a salkece méme milieu fermenté par
piscium CNCM [-4031 et.. monocytogenes RF191 48 h a 26°C en culture pure. L’objectif est
de déterminer si les deux souches utilisent les @sétomposés ce qui pourrait aller dans le
sens d'une compétition nutritionnelle. Les profifgtabolomiques ont été réalisés par le
LABERCA d’Oniris Nantes.

Du milieu MSMA a été préparé comme précédemmedisttibué dans des tubes de 15 ml.
Pour chaque condition de culture, 6 tubes ont é@grés. Chaque tube de MSMA a été
ensemenceé a 1% par la préculture de chacune dessdecdhes étudiées, puis incubé a 26°C
pendant 48 h. Les cultures obtenues ainsi quet lg¢heoin non ensemence, sont centrifugés
10 min a 8500 g et filtrés avec un filtre de 0,28 de diametre. Sur les surnageant obtenus
ont été réalisés des empreintes métabolomiquesisasqupar couplage LC-HRMS
(Chromatographie liquide couplée a la spectromékeienasse haute résolution), en utilisant
le mode d’acquisition par ionisation électrosprayneode positif (ESI+) (Full Scan de 50 a
800 Da. / Résolution de 30000).

2.4.2 Composition en acides aminés apres culture suemSMA

Afin de comparer la consommation en acides amimds. dhonocytogenes et delL. piscium
CNCM [-4031 sur milieu MSMA, un dosage des acidmsnags a été effectué en triplicats sur
les surnageants obtenus dans les conditions depréeedemment. L’analyse a été effectuée
par HPLC (pompe HPLC Gradient Former 425, Kontravmgc une colonne C18 AccQ.Tag
(Waters). L’analyse est effectuée avec un gradier@8% a 30% d’acétonitrile en 23 minutes a
44,2°C. Les acides aminés sont détectés par umteétespectrofluorimétrique (Shimadzu
RF-1Q ). Les résultats sont analysés a I'aide du logiglab (LC Ressources).

2.4.3 Dosage du glucose et de I'acide lactique, mesuig-iu

L’acide L-lactique a été dosé sur les surnageamtsutture a I'aide du kit enzymatique 021

(Biosentec, Toulouse, France) en utilisant la m@gharéconisée par le fournisseur. Le dosage
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du glucose est effectué par la méthode colorimétride Dubois et al. (1956). Le pH est

également mesuré au moment des prélévements é§gubwir les dénombrements.

2.5 Effet de la supplémentation par différents composésur la reprise de croissance de

L. monocytogenes en co-culture aved.. piscium CNCM 1-4031

Ces tests ont été réalisés dans le milieu MSMA @mditions de co-culture avec contact
cellulaire.

Aprés une préculture de 24 h dans leurs milieuxventionnels de culture comme
précédemment, les souches ont été ensemencéestirespent a 1OUFC/ml et 18 UFC/ml
pour L. piscium et L. monocytogenes dans 5 flacons de 100 ml contenant un volume fieal
90 ml de milieu MSMA, puis incubées a 26°C. Apres I2 d’incubation, un des quatre
groupes de composés suivant : acides aminés, bastss, glucose et vitamines (Tableau 2)
ont été ajoutés respectivement dans 4 flacons deuloares, de facon a obtenir des
concentrations équivalentes a celles du milieuainityn cinquieme flacon est complété avec
un meélange acides aminés + bases + vitamines. ingeddlacon est utilisé comme témoin et
complété avec de l'eau stérile. Les cultures samtnduveau incubées a 26°C et les
croissances des 2 souches sont suivies dans leganénditions que précédemment par

dénombrement et comparées au témoin de co-culture.

Tableau 2 : Composition finale (g/l de milieu) ded groupes de composés ajoutés pour tester la
reprise de croissance dé.. monocytogenes apres 24h de co-culture avec L. piscium CNCM |-
4031 en milieu MSMA a 26°C

L-leucine 0,05 g/l Adénine 0.005 g/l
L-isoleucine 0,05 g/l . Guanine 0.01 g/l
L-thréonine 0.1g/ Flacon 2 : bases Uracile 0.01 g/l
L-valine 0,15 g/l Riboflavine 0,3 mg/l
L-méthionine 0,19/l Thiamine 0,1 mg/l
L-arginine 0,1 g/l Niacine 15 mgl/l
L-cystéine 0,05 g/l Vit B12 0,01 mgl/l
L-glutamine 0,05 g/l Vitamine D 0,005 mgl/l
Flacon 1 : | L-histidine 0,05 g/l Acide 0,4 mgll
acides Flacon 3 : vitamines | aminobenzoique
aminés L-lysine 0,1 g/l Acide folique 0,32 mg/l
L-phénylalanine 0,05 g/l Piridoxal 0,5 mg/l
L-proline 0,15 g/l Acide 1,70 mgl/l
nicotinique
L-sérine 0,15 g/l . Glucose 7 g/l
L-aspargine 0.05 g/ Flacon 4 : glucose
t_g:ﬁg::ate Odlllggﬂl Flacon 5 : acides aminés + vitamines + bases
Tyrosine 0,05 g/l
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3 Résultats et discussion

3.1 Mise au point d’'un milieu chimiquement défini

La mise au point d’'un milieu chimiqguement définiége effectuée dans le but de tester
différentes hypothéses de compétitions nutritidesepouvant expliquer l'inhibition dé.
monocytogenes par L. piscium. Différents milieux ont donc été élaborés en girent de
milieux chimiguement définis précédemment mis aimtppour L. monocytogenes comme le
milieu MWB (Premeratnest al., 1991) et pour des bactéries lactiques conamococcus
lactis (Jensen et Hammer, 1993u Lactobacillus sakel (Lauret et al., 1996). Les taux de
croissance observés dans les différents milieumicfuiement définis testés sont présentés

dans le tableau 3.

Tableau 3 : Taux de croissance maximal & 8°C () en h' de L. piscium CNCM 1-4031 et L.
monocytogenes RF191 dans les différents milieux chimiqguement défis, les milieux Elliker et

BHI et le jus de crevette.

Milieu L. piscium CNCM 1-4031 L. monocytogenes RF191
Mmax () Mmax ()
MSM 0,029 0,018
MSMA 0,058 0,030
MSMB 0,043 0,028
MSMC 0,033 0,020
MSMD 0,018 0,014
MSME 0,043 0,023
MSMF 0,093 0,018
Elliker 0,050 0,037
BHI 0,066 0,035
Jus de crevette 0,044 0,033

Les résultats des tests de croissance bactérieimaamtré une aptitude des souches étudiées
a croitre dans les différents milieux chimiquensifinis avec des taux de croissance proches
de ceux obtenus en milieu jus de crevette. Darasedel. piscium, la croissance la plus
faible a 8°C est obtenue dans les milieux dépoudaigitamines et de bases, MSMC (u=
0.03 h! et MSMD (p= 0.02 H), tandis que les meilleures croissances sont véseatans le
milieu complet MSMF et dans le milieu MSMA (u= 0.89 et 0.06 ' respectivement). La
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meilleure croissance observée dans le milieu can&MF par rapport au milieu MSMA
pourrait étre liée a la présence de taurine. Ostatm également que la souche CNCM 1-4031
a un taux de croissance équivalent en milieu MSMiFcgntient de la taurine mais pas de
vitamine et dans le milieu MSMB contenant des vitees mais pas de taurine. Ce composé
présent dans la chair des crustacés en grandeitgugteu et al., 2003) pourrait intervenir
dans le mécanisme d’adaptation a la matricé..dgisscum CNCM 1-4031. La présence de
taurine ne semble par contre pas avoir d’effet.sunonocytogenes qui présente globalement
des taux de croissance plus faibles Qugiscium dans ces différents milieux de culture. Pour
cette bactérie, les taux de croissance les plbefasont obtenus dans le MSMD (u=0.0%, h

et le plus élevé dans le MSMA (u=0,03)hDes milieux de culture chimiquement définis
comme le milieu MWB ont été précédemment développésir L. monocytogenes
(Premeratnest al., 1991). Ce milieu a également été testé dans eaie mais n'a pas été
retenu car il ne permettait pas une bonne croigsdada souche deactococcus.

Le milieu MSMA permettant d’obtenir les taux deisgance les plus proches entre les deux
souches a finalement été choisi comme milieu d&tdds interactions. Les premiers tests
d’inhibition se révélant peu concluants a 8°C edtitheux du fait des temps de culture
nécessaires, il a été décidé de poursuivre I'étigdeinteractions a 26°C, température proche
des températures optimales de croissance des degkes. Les taux de croissance a 26°C
obtenus sur milieu MSMA sont de 0,572 &t 0,256 H pourL. monocytogenes et L. piscium
respectivement. Il est important de noter que minienir une culture sur milieu MSMA.,
piscium CNCM 1-4031 doit étre précultivée en milieu Ellikeen effet, les précultures sur
milieu MSMA n’ont jamais permis d’obtenir de crasge ultérieure sur milieu MSMA apres

repiquage.

3.2 Consommation des acides aminés

Le profil de consommation en acides aminés a dectef aprés 48h de culture de chaque
bactérie sur le milieu MSMA a 26°C (tableau 4).mbntre queL. piscium consomme
essentiellement de la cystéine, de l'histidinealglycine et dans une moindre mesure de la
leucine, de l'isoleucine et du tryptophane. En nevgl. monocytogenes a I'exception de la
proline consomme tous les acides aminés, la glydmealine et I'histidine étant les plus
consommes. Ces profils de consommation semblemuadqu’il ne pourrait pas exister une
compétition pour les acides aminés entre les deugles. Ces résultats vont dans le sens de
ceux obtenus en matrice crevette qui montraientfailde consommation d’acides aminés
libres parlL. piscium CNCM [-4031 (voir chapitre 1, publication N°2).
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Tableau 4 : Composition en acide aminé (g/l) du méu MSMA stérile et apres 48h de culture de
L. piscium CNCM 1-4031 et L. monocytogenes RF191 a 26°C £ intervalle de confiance ; le
glutamate, la thréonine, I'arginine et la glutamine n’ont pas pu étre dosés par la méthode
utilisée). ® : différence significative entre la moyenne du da@gye sur le milieu aprés culture de..
pisicum et le milieu stérile.” : différence significative entre la moyenne du da@sgje sur le milieu

apres culture parL. monocytogenes et le milieu stérile.

Composition initialeDosage effectué dané\prés 48h de culture avéc Aprés 48h de culture avéc

Acide amine (a/l) le milieu stérile (g/l) piscium CNCM 1-4031 (g/l) monocytogenes RF191 (g/l)
Cystéine 0,05 0,052+ 0,006 0,003+ 0,005" 0,012+ 0,002°
Glycine 0,1 0,101+ 0,005 0,069+0,006° 0,013+ 0,001°
Histidine 0,05 0,079+ 0,004 0,037+ 0,002 0,032+ 0,001°

Isoleucine 0,05 0,053+ 0,002 0,041+ 0,003 0,016+ 0,001
Leucine 0,05 0,053+ 0,002 0,048+ 0,003 0,021+ 0,001°
Lysine 0,1 0,072+ 0,001 0,061+ 0,004% 0,053+ 0,002°

Méthionine 0,1 0,091+ 0,007 0,087+ 0,006 0,076 0,003°

Phénylalanine 0,05 0,052+ 0,003 0,054+ 0,004 0,036+ 0,001°
Proline 0,15 0,112+ 0,010 0,108+ 0,014 0,116+ 0,008

Sérine 0,15 0,141+ 0,005 0,139+ 0,006 0,131+ 0,005°

Tryptophane 0,05 0,026+ 0,002 0,022+ 0,002 0,019+ 0,000°

Tyrosine 0,05 0,055+ 0,003 0,056+ 0,003 0,045+ 0,002°
Valine 0,15 0,148+ 0,009 0,137+ 0,010 0,085+ 0,003

3.3 Profil métabolomique des deux souches sur milieu M&A

Les empreintes métabolomiques ont été enregigh@asle milieu MSMA seul (A), le milieu
MSMA apres 48 h de culture dle piscium (B) et le milieu MSMA aprés 48 h de culturelde
monocytogenes (C). Pour chaque lot, une analyse sur 6 échamsilla été effectuée. Les
empreintes enregistrées montrent une bonne répabier-groupe et sont parfaitement
discriminés comme le montre 'ACP correspondantaaalyse statistique des empreintes
(figure 1). Il en ressort une nette distinctionreries profils obtenus apres croissancd.de
piscium et deL. monocytogenes suggerant que ces deux bactéries ont des métakeslises

différents sur ce milieu.

115



Chapitre Il — partie 2
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Figure 1: Réprésentation par analyse en composanterincipale des empreintes
métabolomiques obtenues dans le milieu MSMA (A) nofflermenté, (B) aprés 48h de

culture de L. pisicum, (C) aprés 48h de culture dé.. monocytogenes.

L’analyse statistique de comparaison des différ@ntfils permet en se focalisant sur les
molécules initialement présentes dans le milieu cddure de repérer celles qui sont
différemment consommées (ou excrétées) par chadem@eux bactéries. Dans le cadre de
notre étude, I'analyse s’est centrée sur les mt#ddcgui n'ont pas pu étre dosées par les
méthodes classiques : bases et vitamines. Les atmgrammes des pics correspondant a
I'adénine, la guanine et l'uracile sont présent@ge 2. On remarque que les trois bases
nucléiques sont consommeées totalement par la salehactococcus piscium alors que la
Listeria en consomme peu. En ce qui concerne les vitamisese la riboflavine est
consommeée quasiment totalement par les deux squldsesutres vitamines ne sont pas

détectées ou ne présentent pas de différenceficagjue entre les différents milieux.
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Figure 2 : Chromatogrammes des pics correspondantua formes ionisées de I'adénine

(1), l'uracile (2) et la guanine (3) dans le milietSMA non fermenté (noir), aprés 48h

de culture deL. piscium (rouge), apres 48h de culture dé&. monocytogenes (vert).

La technique des empreintes métabolomiques esapm®che nouvelle qui a été utilisée de

fagcon préliminaire dans ce travail pour avoir umaage globale du comportement

métabolique de chaque souche sur le milieu chimigune défini. Elle n'a pas pu étre

poursuivie dans le cadre de notre étude mais deznaibhc étre approfondie pour analyser

notamment les groupes de composés produits pamumbades souches dans le milieu

chimiquement défini.
3.4 Interactions entre L. monocytogenes et L. piscium sur milieu MSMA

3.4.1 Cultures séquentielles

La figure 3 montre la croissance demonocytogenes dans le milieu MSMAen culture pure

et en culture séquentielle dans I'étude des intierzs: En culture pure,.. monocytogenes
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montre une bonne adaptation de la souche dans leirai 26°C. En effet sa croissance
démarre rapidement et finit par atteindre son marina savoir 9 log UFC/ml en 30h
d’incubation avec un taux de croissance p= 0.572 brsquel. monocytogenes est inoculé
dans le MSMA préfermenté 24 h garpiscium, sa croissance est similaire a celle observéee
en culture pure avec le méme taux de croissanceréSealtats montrent que la consommation
préalable des nutriments phr piscium ainsi que la production de métabolites par cette
bactérie ne génent pas la croissance ultérieure. d®nocytogenes contrairement a ce qui
était observé par Nilssoet al. (2005) pour linteraction entrd.. monocytogenes et
Carnobacterium maltaromaticum ou la croissance de. monocytogenes était d’autant plus
inhibée que le milieu contenait des concentraticneéssantes de milieu préfermenté par la

bactérie lactique.

10

[ 3

Log ufc/ml

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50
Temps (h)

‘—0— L. monocytogenes seul —®=—L. monocytogenes en séquentielle"‘

Figure 3 : Croissance dd.. monocytogenes RF191 en milieu MSMA a 26°C, et en milieu MSMA
préfermenté a 26°C parlL. piscium CNCM 1-4031.

3.4.2 Co-cultures avec contact cellulaire

Lorsquel. monocytogenes est co-inoculée avelc. piscium, sa croissance est comparable a
celle de la culture pure pendant les dix premi@eges d’'incubation (Figure 4). Cependant,
on observe apres cette phase, un ralentissemdatadeissance de. monocytogenes qui se

poursuit pendant toute la durée d’incubation.
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Cette inhibition atteint son maximum de 3 log UFCapres 30h d’'incubation a 26°C ce qui

est comparable a 'inhibition observée sur matciavette (Falkt al., 2010b).

Log (UFC/ml)

0 10 20 30 40 50 60
Temps (h)

—a— L. monocytogenes seul —a&— L. monocytogenes en co-culture

- =0~ = L.pisciumseul - =A- =-L.pisciumen co-culture

Figure 4 : Croissance dd..monocytogenes RF191 et deL. piscium CNCM 1-4031 en co-culture a
26°C sur milieu MSMA (chaque point est issu de la pyenne de 3 expérimentations réalisées a

des moments différents, les barres d’erreur indiquet les écarts-type).

Le suivi de croissance de piscium montre que cette souche est adaptée au milieu MSMA
puisqu’elle atteint 8.7 log UFC/ml en 24 h d’inctiba en culture pure (Figure 4). Cependant
on constate qu’au dela de 24 h d’'incubation, sessance chute progressivement en fonction
du temps pour atteindre la valeur de 6.8 log UF@m#8 h d’incubation (Figure 4). En co-
culture, la croissance de piscium est similaire mais décroit de facon moins impodant
pendant la phase stationnaire. Le pH obtenu aj@iésid culture est de 6,2 dans la co-culture
et dans les deux cultures pures. Le glucose esbommé quasiment intégralement puisque sa
concentration n’est plus que de 0,256,021 g/l et 0,25% 0,002 g/l dans la culture pure de
L. monocytogenes et dans la co-culture respectivement, et de 0:5@,004 g/l dans la culture
pure deL. piscium apres 48 h de culture. La quantité d’acide lactiguaduite aprés 48h
d’incubation est équivalente pour piscium (3,71 0,01 g/lI) etL.monocytogenes (3,73

0,09 g/l) et legerement supérieure dans la co4au(d428+ 0,06 g/l).
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3.4.3 Co-culture sans contact cellulaire : systéme a goctmpartiment

Les résultats de I'expérience réalisée dans l@syst double compartiment afin de vérifier
si I'inhibition observée précédemment nécessitolgact des deux souches, sont représentés
sur la figure 5. On constate dans ce cas que lasamce dd.. monocytogenes dans le
systeme a double compartiment est pratiquementigiena celle observée en culture pure
avec une population maximale de 9 log UFC/mI atteaux alentours de 30 h de culture, et
un taux de croissance de 0.56% Aucune inhibition n’est observée dans ce cas aenies
48h d'incubation a 26°C bien que les nutrimentssoommeés ou les composés produits par les
deux souches puissent étre échangés a travers riebnanee. Ces résultats montrent la
nécessité du contact cellulaire entre les deuxébiast pour que I'inhibition se produise. La
croissance dé. piscium est similaire a celle observée en culture pure aver phase de
déclin aprés 24 h de culture. Ces résultats obtpous les cultures séquentielles et les co-
cultures sont originaux puisqu’ils démontrent @eent que le contact cellulaire est
nécessaire pour obtenir I'inhibition alors que deasstravaux de Nilssoet al. (2005), il a été
montré au contraire que [linhibition dé&. monocytogenes par une souche deC.
maltaromaticum non productrice de bactériocine était maintenues dan systeme a double
compartiment ou les deux bactéries sont séparéasmpanembrane de 0,22 um permettant la

diffusion des nutriments.

Log (ufc/ml)

2 T T T T T T T T T 1

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50
Temps(h)
—— L. monocytogenes seul —®— L. monocytogenes dans le DC
= 8 = . piscium seul = @ = | pisicum dansle DC

Figure 5 : Croissance dd..monocytogenes RF191 etL. piscium CNCM 1-4031 sur milieu MSMA

a 26°C en culture pure et en co-culture dans le 9¢gsne a double compartiment (DC)
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3.5 Effet de la supplémentation par différents composésur la reprise de croissance de
L. monocytogenes en co-culture aved.. piscium CNCM 1-4031

Les résultats des expérimentations précédentesambusontré que :

- L. monocytogenes n'est pas inhibée par la production d’'acide laaicquu d’autres
métabolites produits dans le surnageant de cuttaré. piscium (pas d’inhibition en
culture séquentielle).

- L. monocytogenes n’est pas inhibée par la production ou la consonumatie
composeés lorsqu’elle est en co-culture akepiscium dans un systeme ou les deux
bactéries ne sont pas en contact mais peuventgehl@urs substrats et leurs produits
(pas d’inhibition dans le systeme a double competit).

- L. monocytogenes est inhibée lorsqu’elle est cultivée en présencle. gesicum dans le
milieu MSMA, de la méme facon que ce qui est obsewr matrice crevette.

Afin d’essayer de préciser la nature des interastientrel. piscium et L. monocytogenes en
co-culture I'hypothése d’'une compétition nutritionnelle poles principaux groupes de
composés présents dans le milieu MSMA a été énfiser tester cette hypothese, les
différents groupes de composeés pouvant étre litngaar la croissance de monocytogenes,
acides aminés, bases, vitamines, glucose, ontj@iééa apres 24 h de co-culture entre les
deux bactéries. Chaque groupe de composé a étée ajleu fagcon a obtenir la méme
concentration que celle présente initialement di@nsnilieu de culture. Les suivis de
croissance delL. monocytogenes par dénombrement ont été repris pendant 24 h
supplémentaires et comparés a celle des culturemiri¢ ou d'une co-culture non
supplémentée. Les résultats présentés figure @ngteemt de voir que dans les flacons
supplémentés en acides aminés, vitamines, baseeet’ensemble de ces trois groupes de
COmposeEs, aucune reprise de croissanck. aaonocytogenes n’est observée, la population
restant au méme niveau que dans la co-culture nmplé&mentée tout au long de
I'expérimentation Les mesures de pH réalisées dassdifférents flacons a la fin de
I'expérimentation, montrent une baisse de pH de dé&but de I'expérience a 6.2 apres 48 h
de culture. Ces résultats viennent infirmer 'hygste d’'une compétition nutritionnelle pour
les acides aminés, les vitamines ou les basesldamaécanismes d’action impliqués dans

I'inhibition de L. monocytogenes parL. piscium.
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Figure 6 : Croissance dd.. monocytogenes RF191 en co-culture avedt. piscium CNCM [-4031
sur milieu MSMA a 26°C apres ajout des différents goupes de composés (la fleche indique le

moment ou ont été effectués les ajouts).

L’absence d’implication de la consommation desexi@minés dans l'interaction bactérienne
entre ces deux souches est en cohérence aveofis g consommation d’acides aminés sur
MSMA observés pour les deux souches. Le méme tgpetslltat a été obtenu dans I'étude
de Alomaret al. (2008) qui n'ont pas réussi a élucider les mécaess d’'action entré..
garvieae et S. aureus dans le lait microfiltré en supplémentant le miliavec un exces
d’acides aminés. De la méme facon, les travaux itksdih et al. (2005) ont montré que
I'inhibition observée entre une souche de monocytogenes et une souche deC.
maltaromaticum non productrice de bactériocine n'a pas pu étrédesn supplémentant le
milieu avec des acides aminés ou des vitaminess Datte méme étude, la compétition pour
le glucose dans [linhibition dd.. monocytogenes avait pu étre clairement levée en
supplémentant le milieu de croissance Ldemonocytogenes par du glucose lors des co-
cultures en systeme a double compartiment, ou jenteant du glucose dans le fermentat de
C. maltaromaticum qui montrait une inhibition de la bactérie cibleari3 notre cas, la
supplémentation en glucose n'a pu se tester que d@mnco-culture ou est observée
I'inhibition. On observe que 6h apres I'ajout deagise, la population de monocytogenes
décroit rapidement de 7.1 log UFC/ml a 5.3 log URIGfigure 6). Au dela de ce point aucun
dénombrement de cellules viableldemonocytogenes n’est possible. Le pH final dans ce cas

est de 4.23 ce qui explique probablement I'arrétll e croissance de monocytogenes.
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Quel que soit le groupe de composés ajouté, lalatipu deL. piscium évolue de la méme
facon(figure 7). Des essais visant a tamponner davarieagglieu de culture n’ont pas été
concluants (absence de croissance de la soudheptieium). Cette supplémentation ne nous
a pas permis de tester réellement I'’hypothese daamepétition pour le glucose qui devrait
étre testée a nouveau en conditions de pH régulé @ater de reproduire le phénomene
observé. Bien gue cette hypothese ne puisse tctatedtre écartée en I'absence de résultats
clairs sur ce sujet, les résultats obtenus dasgd®me a double compartiment et en cultures
séquentielles suggérent que la consommation dwsguparl.. piscium n’est pas le facteur

limitant la croissance de. monocytogenes.
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Figure 7 : Croissance dd.. piscium CNCM-14031 en co-culture aved.. monocytogenes RF191
sur milieu MSMA a 26°C, apreés ajout des différentgroupes de composés (la fleche indique le

moment ou ont été effectués les ajouts).

L’ensemble de ces résultats nous amenent a fornddenouvelles hypotheses comme
I'intervention de mécanismes de communication taHle qui pourraient étre a l'origine

d’'une modification du comportement depiscium lorsqu’elle est en contact avec la bactérie
cible et contribuer ainsi a I'adaptation de sonahétisme ou a la production de composés

inhibiteurs non détectés pour I'instant.
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L. piscium CNCM 1-4031 : une bactérie pour améliorer la qualié de la crevette
tropicale?

L'utilisation de bactéries pour améliorer la qualies produits est un concept ancien qui se
pratiquait de maniére empirique, avec pour premieénetion la conservation des aliments
(lait, végétaux, viande) par fermentation acidifeanPour les produits de la mer, les
techniques classiques de préservation utiliséelititmnellement étaient surtout le séchage,
salage, fumage et marinage, ayant donné lieu agam@me de produits dits légerement
transformeés. La stabilisation de ces produits eshtanant ameéliorée par la réfrigération et la
conservation sous atmosphéere modifiée. Néanmaing]upart du temps, le maintien des
qualités organoleptiques et de la sécurité mictobique ne peut étre assuré qu’en combinant
ces procedeés a l'utilisation d’additifs conservagelLa réticence accrue des consommateurs
pour ces composes, nécessite de développer desdgees alternatives plus compatibles avec
I'image de produits « naturels » souvent assoaigepaoduits de la mer. La biopréservation
pourrait répondre a cette demande a condition d&tneroune efficacité au moins équivalente
voire supeérieure aux techniques de préservatici méges en oeuvre. La maitrise des flores
d’altération et des bactéries pathogenes psyclplodé est notamment un enjeu important
pour le développement de ces procédés car ces -pngamismes sont trés adaptés aux
matrices alimentaires et aux procédés classiquenmgervation. Cette étude s’est focalisée
sur la maitrise par le procédé de biopréservatmmelix bactéries appartenant a ces deux
catégoriesB. thermosphacta a été récemment isolée au moment de l'altératesnatevettes
cuites décortiquées et désignée comme 'un desat@majeurs de cette matrice a I'instar de
C. maltaromaticum et C. divergens (Jaffréset al., 2009; Laursest al., 2006; Mejlholmet al.,
2005) L. monocytogenes demeure le principal danger biologique a maitrserles produits
préts a consommer dont la durée de vie est supéréeb jours et méme si aucune épidémie
de listériose n’a pour l'instant impliqué des cite® cuites, sa présence et son développement
dans ces produits a été montré dans plusieurs ft(@admundsdottiret al., 2006;
Valdimarssoret al., 1998).

Dans le chapitre 1, les travaux ont été engagéscmwettes cuites décortiquées sous
atmospheére protectrice et entreposées a 8°C pater tee caractere bioprotecteur te
piscium sur la crevette artificiellement contaminée pBr thermosphacta. Par cette
application, il a été démontré glepiscium et B. thermosphacta était des germes trés adaptés
a cette matrice lorsqu’ils sont inoculés en culjppuee. Cependant, lorsque ces deux bactéries
sont en co-inoculation, la croissanceRlghermosphacta est réduite de 4 log UFC/g plar

piscium, maintenant ainsi sa population &2QFC/g. Sur les produits inoculés uniquement
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par B. thermosphacta, le jury d’analyse sensorielle a déclaré les &itérés au bout de 11
jours de stockage, correspondant & une populagohGiUFC/g, avec I'émission de fortes
odeurs de beurre caramel. Les molécules assoaiesdaurs décrites par le jury d’analyse
sensorielle sont associées a la production Barthermosphacta de 2,3 butanedione,
cyclopentanol, 3-methylbutanol, 3-methylbutanal,méthylbutanal, 4-methyl-3chloro-3-
pentanol, ethanol et diacétyle. Ces molécules éjit été associéesBa thermosphacta dans
d’autres études sur la crevette (Laurseml., 2006; Jaffrés et al, 2011). Par contre, il est
intéressant de constater que certaines de ces utedéddiacétyle, 3-methylbutanal, 2-
methylbutanal) sont aussi produites par la soucbiegtrice sans que cela ne soit détecté par
le jury d’analyse sensorielle. En effet, les lotsdulés avedt.. piscium en culture pure ou en
co-inoculation restent non altérés jusqu’a la fas @1 jours d’entreposage. La détection de
composeés volatils comme le diacétyle qui semblkag & priori un marqueur intéressant de
I'altération sensorielle (caractéristiqgue de l'od&eurre-caramel notée sur produits altérés)
doit donc étre utilisée de facon prudente car il difficile de déterminer si les odeurs
détectées sont liees a la quantité de moléculeupgepch la combinaison de ces molécules
entre elles ou avec d’autres composés du meétalmlism

Aucune différence sur l'odeur et la saveur n'a gleurs été notée par le jury entre le lot
témoin non-ensemencé et les lots ensemencésLapiscium, malgré la production d’acide
lactique parlL. piscium. Ces résultats sont importants pour envisagellidation de flores
bioprotectrices qui doivent étre le plus neutresssgme sur les caractéristiques
organoleptiques du produit. Par contre, si uneiegpdn de la souche de. piscium sur
d'autres produits est envisagée, notamment desiiggatbstinés a la cuisson comme les filets
de poissons emballés sous atmosphére modifiédesksssur la saveur apres cuisson devront
étre effectués pour vérifier que l'acidité ne mas a la saveur ni a la texture du produit.
L’efficacité de L. piscium pour assurer la qualité organoleptique des crevetiuites
décortiquées a donc été démontrée car cette lmetéive a mainteniB. thermosphacta & un
niveau de population trés bas sans modifier laitguatganoleptique du produit frais. A notre
connaissance, aucun auteur n'avait obtenu de atsglbncluants sur le sujet. Laurstral.
(2006) avaient testé des souches de carnobactsaies,succes pour limiter la croissance de
B. thermosphacta sur la crevette cuite décortiqguée. Les meilleuagplications sur la
limitation de la croissance d& thermosphacta ont été obtenues sur matrice viande, mais au
niveau organoleptique les souches utilisées donhaiee légére acidité au produit. Ces
résultats nous ont permis d’expliquer en partiéfdtede L. piscium sur I'amélioration de

I'altération sensorielle de la crevette cuite enntrent son efficacité a inhiber un des
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microorganismes spécifiques d’altération. Cependiariut garder a I'esprit que d’autres
bactéries participent a l'altération de ce prodmmme Carnobacterium maltaromaticum
(Jaffréset al., 2009; Laurseret al., 2006). Par ailleurs, selon les lots de produitdes
procédés de fabrication, la composition de la fldfeltération peut étre tres variable.
L’efficacité de L. piscium CNCM 1-4031 doit donc étre confirmée sur des pitsdu
naturellement contaminés issus de différentes mtazhs, et pourrait étre testée de fagon plus
spécifique vis a vis d’autres bactéries altéranteges ou en mélanges. Des tests sur ce sujet
sont actuellement en cours a I'lfremer et a ONIRIS.

Il est nécessaire de comprendre les mécanismesiotfatnpligués dans cette activité
bioprotectrice. Les études réalisées dans ce sEngaisant croitreB. thermosphacta en
présence de la quantité d’acide lactique produtd.ppiscium ont démontré que ce compose
n'était pas impliqgué dans cette inhibition. Lesfiigode consommation en acides aminés ne
semblent pas non plus aller dans le sens d’une &titiop nutritionnelle pour ces composés.
Les milieux chimiqguement définis décrits dans leagitre 3 et élaborés pour mieux
comprendre les relations entre les deux bactén@st pas permis la croissance &e
thermosphacta et ne nous ont donc pas donné la possibilité¢ diétude facon plus
approfondie les mécanismes d’interaction alvepiscium. La mise au point de milieux plus
proches de la matrice comme des jus de crevettehenen éléments nutritifs pourrait étre
une solution pour continuer ce travail. De méme oneilleure connaissance du métabolisme
de cette bactérie particulierement bien adaptéa @dtrice crevette pourrait permettre de
mieux cibler les composés nécessaires a sa croesganr élaborer ces milieux. Des données
génomiques suB. thermosphacta apporteraient probablement des informations pertese
pour alimenter ces travaux. Néanmoins, sans cordpertes mecanismes d’action,
'optimisation de cette activité antibactérienneutp@asser par la compréhension de leur
comportement en fonction des parametres physiaoighes de la crevette cuite décortiquée

qui a fait I'objet du chapitre suivant
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Etudier l'effet des paramétres physico-chimiques par optimiser cette activité
bioprotectrice ?

Le comportement des souchesldepiscium et B. thermosphacta en fonction de la variation
des parametres température, NaCl et pH a été nséder I'approche définie par Sym'previus
(www.symprevius.net). Les valeurs cardinales déssemce des bactéries ont été établies en
milieu conventionnel de culture Iégérement moditi€n modele multiplicatif de croissance a
été proposeé. Une expérience en crevette cuite tilfwée a permis d'adapter spécifiguement
le modéle a cette matrice. Le facteur "niveau ahi'ensemencement phr piscium’ ne
pouvait pas étre modélisé par cette approche. Benaedonc été modélisé par la réalisation
d'un plan d'expériences menées en matrice cregetthfférentes conditions de niveau
d’inoculum initial, de température et de sel. Cestd en crevette ont également permis de
modéliser I'effet des parametres sur la qualité@moteptique du produit. Les tests en milieu
liquide ont montré que les deux souches avaienbpta de croissance proches mais Bue
thermosphacta tolérait une concentration en NaCl deux fois si@pée a celle dé. piscium.

Ce résultat posa priori le probléeme de l'application de piscium dans des produits ayant
une salinité supérieure a 2% (WP) qui n'est pougpas apparu sur crevette ni sur saumon
fumé (Matamoroset al., 2009a). L'accumulation de composés a activité opsatectrice
comme la glycine bétaine a partir des matrices mearidéja montrée ché& putrefaciens
dans le saumon (Leblaetal., 2003), pourrait expliquer ce phénoméne et permdtétendre
les applications de la souche bioprotectrice a plesluits contenant une teneur en sel
supérieure a 2%.. piscium est par ailleurs plus psychrotolérante @.e¢hermosphacta car

elle a un optimum de croissance a 23°C et un mimrau4.6 tandis quB. thermosphacta a

son optimum de croissance a 27°C et un minimum.& QGes résultats confirment la tres
bonne adaptabilité de piscium aux basses températures qui peut étre liée a taugiion de
protéines d’adaptation au froid démontrée par @ashial. (2010).

Les applications sur crevettes ont montré qu’aud®s parametres étudiés n’avait d’effet sur
le nombre maximum de cellules Hepiscium et B. thermosphacta et que les valeurs obtenues
étaient identiques. Cependant, un effet positiadempérature a été observé sur leur taux de
croissance lorsqu'elles étaient en cultures p@easlles que soient les conditions de sel et de
température, le taux maximum de croissancéd.dascium sur crevette est toujours un peu
plus rapide que celui d&. thermosphacta, conférant un avantage a la bactérie bioprotectric
pour son implantation dans la matrice. L'étude 'deplact des parametres sur l'interaction
entre les deux bactéries en co-inoculation surdaette révéle que plus le niveau d’inoculum

initial de L. piscium est élevé plus I'inhibition dB. thermosphacta est importante.
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En revanche, les échantillons sont jugés commeopases faiblement altérés, que le taux
initial de L. piscium soit de 3 Log UFC/g ou 7 Log UFC/g. Ces résultatsitrent qu'il n'est
pas nécessaire d'inoculer le produit avec unefomds concentration en flore bioprotectrice
pour garantir la qualité sensorielle du produit geemt au moins 28 jours. Cela pose la
question du mécanisme d'action de l'effet bioptetecdelL. piscium. A la vue de ces
résultats, il semble qu'inhiber la croissanc&diermosphacta est peut-étre l'unique solution
pour garantir la qualité sensorielle des produtghermosphacta peut atteindre des niveaux
élevés qui, lorsque ce germe est seul, provoquedtération du produit. En revanche, a ces
mémes taux, la présence depiscium empéche la perception de mauvaises odeurs, ce qui
laisse présager de phénoménes plus complexes dbios&t, ou de modification des odeurs
lorsque certains composés volatils sont en mélabge.effets du taux d’inoculum seraient
pertinents a tester en produits naturellement coiniss. Si les résultats se confirment, cela
pourrait permettre de limiter le colt lié a I'wdition industrielle des ferments de
biopréservation.

L'approche modulaire type Sym'previus est tregésante en ce sens qu'elle permet de faire
la plupart des expérimentations en milieu liquidecades lecteurs automatisés de croissance.
Une seule expérience en matrice alimentaire egtsséae pour ensuite adapter le modéle a la
matrice choisie. Ceci nous permettra par exemple nu@léliser tres rapidement le
comportement des deux souches dans d'autres adieiita mer. Par ailleurs, par cette
approche, les résultats obtenus sont normaleméatilga dans tout le domaine de croissance
des bactéries. Cependant, il faut bien étre comsajee les valeurs denpk a basses
températures (ou plus généralement dans les oomglithe permettant pas une forte
croissance) sont difficiles a obtenir et présenter@ plus forte variabilité que celles obtenues
aux optima de croissance. Les produits de la mer sonservés au froid, et la qualité du
modele finale sur produit dans ce domaine peut doenérer parfois assez médiocre. La
présence d'osmolites protecteurs des bactérigsoastalement prise en compte dans g |
produit. Cependant, dés que le taux de sel attgiptvaleur supérieure and, le module
gamma devient nul et le modéle prédit donc uneradestotale de croissance, ce qui n'est pas
le cas dans la réalité.

La modélisation des effets des facteurs directeraemhatrice alimentaire est beaucoup plus
lourde. Par ailleurs, les résultats ne sont vataljae dans le domaine d'étude et pas
extrapolables a d'autres matrices. Cependant, til pessible de réduire le nombre
d'expériences a réaliser en les organisant (p&xpétiences) de facon a garder un maximum

de fiabilité des résultats (isovariance, orthogib@attc). Par ailleurs, nous avons vu que
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certains facteurs ou certaines réponses ne peétrendétudiés qu'en matrice alimentaire. Dans
nos travaux, nous avons choisi des modeéles polyamomiqui ont donné de bons résultats.
Cependant, les données seront retraitées ultémeumteavec d'autres utilisant des équations
différentielles.

D'autres facteurs importants sur l'implantation lde piscium dans la matrice et sur
l'interaction avedB. thermosphacta, tels que le C®ou la présence d'autres molécules a
activité antibactérienne comme les acides orgasigueles extraits de plantes qui pourraient
étre utilisés en petites quantités en associatiec &es flores bioprotectrices, sont a étudier.
Cela pourrait permettre d'élargir le domaine digpgibn a d'autres germes altérants comme
des bactéries a Gram négatif que nous n'avonsnuasectestées. Ces travaux pourraient étre

réalisés en fermenteur avec des conditions coesolé

L. piscium CNCM 1-4031 pour assurer la sécurité des crevetteziites décortiquée ?

Assurer la sécurité des produits alimentaires esenjeu essentiel pour tous les acteurs
concernés. La présence de bactéries pathogenesedonmmonocytogenes y a été décrite par
plusieurs auteurs (Gudmundsdétiral., 2006; Valdimarssomet al., 1998). Dans le produit
fini, la présence de ces pathogénes est expliquéerng contamination croisée lors des étapes
de transformation. Lutter contre ces germes esitald plus nécessaire que les techniques de
préservation actuellement utilisées ne montrentt@asurs une grande efficacité (Headn

al., 2009; Mejlholmet al., 2008).

Dans ce chapitre, I'activité inhibitrice de. piscium a été testée sur crevettes cuites
décortiquées stériles contaminées artificielleny@antL. monocytogenes. Cette souche s'est
tres bien implantée dans cette matrice. En co-ilation, une inhibition de 4 log UFC/g a été
observée sur la croissanceldaenonocytogenes. Une production d'acide L-lactique de 89 mM
entrainant une baisse du pH de 6.6 a 5.9 a étéréeedans le lot inoculé avéc piscium.

Une consommation de 56% du glucose a été observ8garirs dans les lots inoculés par
piscium en culture pure ou en culture mixte, contre 17galans le lot inoculé (a plus faible
niveau) pat.. monocytogenes. L'utilisation du logiciel Seafood Spoilage and &sfPredictor
(http://sssp.dtuaqua.dk/) a montré que la quantaéide lactique produite ne pouvait pas
expliquer l'effet inhibiteur observé. L’inhibitiorobservée aved.. piscium est moins
importante que celle mise en évidence par Brétedl. (2004) sur du saumon fumé avec la
soucheC. divergens V41 productrice de bactériocine. Néanmoibs piscium n'est pas
producteur de bactériocine, ce qui peut étre umeété intéressant dans le cadre d'une future

réglementation européenne qui pourrait prendreoeipte ce critére.
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Par ailleurs, l'effet dd.. piscium a la fois sur des bactéries d'altération et destébies
pathogeénes présente un intérét incontestable pmrapplication dans I'amélioration de la

qualité et sécurité des produits de la mer.

Comprendre les mécanismes d’action impliqués dan3rhibition de L. monocytogenes.

Les interactions entre bactéries bioprotectricele®tbactéries pathogenes ou altérantes ont
souvent été liées a la production de bactériocisiasjdes ou de peroxyde d’hydrogéne. Dans
le cas d’interactions non liées a la productiorcal@posés inhibiteurs, les explications restent
rares, en dehors de celle de Nilssenal. (2005) dans laquelle l'inhibition dé..
monocytogenes par C. maltaromaticum a été expliqguée par une compétition pour le glucose
Nous avons décidé de mener une étude plus appiefaled mécanismes impliqués dans
I'inhibition de la croissance d& thermosphacta parL. piscium sur un milieu chimiquement
défini. Les données recueillies dans le chapitreul la caractérisation de la crevette,
combinées a des données de la littérature suixigerees nutritionnelles de chaque souche,
ont dans un premier temps été utilisées pour ceite au point mais il s’est vite avéré que
cette option ne permettait pas d’obtenir une contipossatisfaisante. La difficulté d’'une telle
démarche résidait dans le fait de trouver un miti@onmun permettant d’'une part d’obtenir la
croissance simultanée des deux souches étudigedredpart de reproduire I'inhibition
observée en matrice crevette, alors que tres pétudi#s sur ce type d’approche sont
disponibles. Néanmoins, un milieu MSMA répondamcea deux exigences a pu étre élaboré
dans lequel des essais de co-cultures ont mongéinhibition de 3 log UFC/mI dé.
monocytogenes par L. piscium. Les analyses réalisées apres croissance desesosch ce
milieu montrent que.. monocytogenes consomme pratiquement tous les acides aminés du
milieu a I'exception de la proline et préférengetient la glycine, la valine et 'histidine tandis
quel. piscium ne consommerait que la cystéine, I'histidine ggliine. L’hypothése d’une
compétition nutritionnelle pour les acides amingisd®nc peu probable ce qui s’est confirmé
par la suite en montrant que la supplémentatioacthes aminés ne permettait pas de faire
repartir la croissance de monocytogenes en co-culture. L’approche métabolomique utilisée
de facon exploratoire dans cette étude nous a peteimontrer que les bases azotées sont
totalement consommeées parpiscium et peu pat.. monocytogenes. Les besoins en vitamines
de deux souches semblent similaires, car la riboflaest la seule vitamine consommée
totalement par les deux souches. Pour ces comptbgpothese d'une compétition
nutritionnelle est donc également peu probablédedtcon plus large, I'ajout de mélanges de

bases et de vitamines dans les cultures ou l'itibibiavait été observée n'a permis aucune
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amélioration de la croissance He monocytogenes. Dans le milieu MSMA aprés 48 h, la
consommation de glucose est similaire pour les dmuches en culture pure ainsi que la
production d’acide lactique. L'implication du gltesmn’a pu étre clairement définie, car son
ajout en co-culture provoque une chute importantphd entrainant I'arrét de la croissance de
L. monocytogenes. Des cinétiqgues de consommation du glucose pajuehaouche pure et
dans la co-culture restent a effectuer pour détegmson réle dans l'interaction, car la
compétition pour la glucose a déja été prouvée Hamsbition de L. monocytogenes par une
souche de&. piscicola (Nilssonet al., 2005). Des essais en fermenteur a pH régulé gieutr
également étre réalisés. Par contre, nous avongdéngume I'inhibition del.. monocytogenes
n'était obtenue qu’en co-culture avec contact tale entre les bactéries. Aucune inhibition
de L. monocytogenes n'a été observée dans le milieu MSMA préfermentd.ppiscium puis
filtré sur 0.45 um, pas plus quand les culturegegtacalisées dans des flacons a doubles
compartiments. Ceci va a I'encontre des résultatitbsonet al. (2005).

Une des approches envisagées pour poursuivre ¢étied interactions cellulaires était de
caractériser la réponse protéomique Ldemonocytogenes en présence de. piscium. La
récupération speécifique de. monocytogenes en cultures compartimentées n'est donc pas
envisageable et d'autres solutions devront étrevées (séparation immuno-magnétique par
exemple).

Pour finir...

Les travaux réalisés au cours de cette these omigpde démontrer le caractére bioprotecteur
de la souché. piscium CNCM [-4031 contreB. thermosphacta et L. monocytogenes dans la
crevette tropicale cuite décortiquée. L'effet dastéurs environnementaux sur son activité
anti-B. thermosphacta a également permis de déterminer les facteurs pgumettront
d’optimiser cette interaction. Cependant, malgie tksts réalisés, les mécanismes d’action
impliqués dans ces inhibitions restent inconnue goar. Le fait que le contact cellulaire soit
indispensable pour obtenir une inhibition laisseigee que d’'autres mécanismes que la
production de métabolites ou la compétition poutates composés sont impliquées. Des
phénomenes de communications cellulaires ont éj@ é& mis en évidence chez des
bactéries lactiques (De Keersmaecker et Vandengy@003) et il a été montré qu'ils
pouvaient étre impliqués dans le comportement dteres mixtes de levains de panification
(Di Cagnoet al., 2009).
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Il serait donc pertinent de déterminer si la praidumc de composés participant aux
communications intercellulaires est possible dhgascium CNCM 1-4031 et s’ils permettent

d’expliquer le comportement de cette souche @&.dleermosphacta en interaction.
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Etudes des interactions entre la bactérie bioprotédgce Lactococcus piscium et Brochothrix thermosphacta et
Listeria monocytogenes dans la crevette tropicale

Le potentiel bioprotecteur deactococcus piscium CNCM 1-4031 vis a vis d’'une bactérie altérarBeochothrix
thermosphacta, a été testé sur de la crevette cuite décortiquéseceée sous atmosphere protectrice. En co-culture,
L. piscium permet d’inhiber la croissance d& thermosphacta de 4 log ufc/g, tout en améliorant la qualité
sensorielle du produit pendant 31 jours. L'inhinitin’est pas due a la production d’acide lactiqué rune
compétition pour les acides aminés libres. La emrise de.. piscium et B. thermosphacta a été modélisée en
fonction du pH, de la température et du taux deINBEs valeurs optimales de croissance sont prooteasB.
thermosphacta présente une tolérance au sel plus élevéde giscium un caractere psychrotolérant plus marqué.
L’effet du niveau d’inoculation pdt. piscium, en combinaison avec la température et le selisteraction avec

B. thermosphacta a été modélisé. Un inoculum fort &npiscium (6-7 log ufc/g) est nécessaire pour maintenir le
nombre deB. thermosphacta inférieur a 4 log ufc/g, cependant une amélioratsensorielle de la crevette est
obtenue méme avec un inoculum assez bas. L'intribiie Listeria monocytogenes par L. piscium a ensuite été
testée sur la crevette cuite, montrant une inbibite 4 log ufc/g. Les mécanismes d’action implggdéns cette
activité ont été étudiés sur un milieu chimiquenaégfini (MSMA) reproduisant I'inhibition. Celle-gi’est pas liée

a la consommation du glucose, la production d’atidgéque ou la compétition pour les acides amitessbases ou
les vitamines. En revanche le contact cellulaiteecles deux bactéries est nécessaire pour olfiiahibition.

Mots clés :Biopreservation, inhibition, modélisatiobhactococcus piscium, flore d’altération, analyse sensorielle,
produits de la mer, co-cultures.

Study of interactions between the bioprotective baerium Lactococcus piscium and Brochothrix
thermosphacta and Listeria monocytogenes in the tropical shrimp

The bioprotective potential ofactococcus piscium CNCM [-4031 towards a specific spoilage organism,
Brochothrix thermosphacta, was studied on tropical cooked peeled shrimp phckeler modified atmosphere. In
co-culture, the growth of this spoilage bacteriuaswnhibited by 4 log ufc/g bly. piscium and the sensory quality
of the product was improved during 31 days. Thebitibn could not be attributed to lactic acid autritional
competition for amino acids. The growth modellirid_opiscium andB. thermosphacta was performed in different
conditions of temperature, pH and NaCl concentnatid he optimal growth values of these two bactaregaquite
similar, howevelL. piscium seemed to be more psychrotolerant tBathermosphacta but twice less tolerant to
salt The effect of the inoculation level &f piscium in combination with temperature and salt on theraction
with B. thermosphacta was modelled. A high concentration (6-7 log ufoigs necessary to maintain the number
of B. thermosphacta lower than 4 log ufc/g. However sensory improvemanshrimp was obtained with lower
inoculation level. Lastly, the interaction betweenpiscium and Listeria monocytogenes was studied on cooked
peeled shrimp showing a 4 log cfu/g inhibition. Tinechanisms involved in this inhibition were stubien a
chemically defined medium (MSMA) allowing to obtarsimilar inhibition. The inhibitory activity wasot linked

to glucose consumption, lactic acid productionampetition for amino acids, bases or vitamidewever, cellular
contact is necessary to obtain the inhibition.

Keywords: Biopreservationinhibition, modelling Lactococcus piscium, spoilage microflora, sensory analysis,
seafood products, co-cultures.



