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L’institut National de la Recherche Agronomique

 Créé en 1946

 Etablissement publique, scientifique et technologique

 Sous la double tutelle des Ministères de l’Agriculture et de la 

Recherche 

 Second plus gros institut de recherche publique en France avec 

environ 9000 permanents et un budget de 700 millions d’euros

 Plus gros institut européen de recherche en agriculture

Portrait
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Plan de l’exposé

1 Les besoins en techniques analytiques

2 Applications des biocapteurs à l’aliment: les difficultés rencontrées

3 Quelques applications potentielles

3.1. Sucres, alcool et acides organiques

3.2. Antibiotiques et résidus médicamenteux

3.3. Microorganismes pathogènes 

3.4. Toxines d'origine bactérienne

3.5. Allergènes alimentaires

3.6. Organismes Génétiquement Modifiés (OGM)

3.7. Composition et qualité des matières premières et des produits

3.8. Suivi de procédés de transformation

4 Cahier des charges à respecter pour réussir un développement de 

biocapteur en agro-alimentaire 

5 Les perspectives

5.1 La détection on-line

5.2 Techniques multi-paramétriques / tests à usage unique

5.3 Les emballages intelligents
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Les besoins en techniques analytiques
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Le contrôle de la qualité des aliments représente 1 à 2% des 

budgets de vente des entreprises
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Quelques données économiques

 Les plus gros marchés pour l’industrie agro-alimentaire

– Pathogènes: 192 millions de dollars

– OGM: forte ↑ avec 34 millions de dollars

– Pesticides: 13 millions de dollars

Alocilja & Radke (2003), Luong et al. (2008)

 Un constat : problème de transfert de technologie

 Multitude de publications sur le développement de biocapteurs 

appliqués à l’aliment

 Très peu de systèmes atteignent le marché (coût, stabilité, sensibilité, 

justesse, énorme différence entre solutions modèles d’analytes et les 

matrices alimentaires réelles…)

 Marché mondial pour les biocapteurs : 7-10 milliards de dollars en 2009

(85% médical, glucose)

 En AA: tests ELISA et bandelettes disponibles commercialement
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“Despite the great R&D effort spent on developing biosensors in the 

last years, only a few biosensors for bacterial detection are 

commercially available or are approaching commercialization” 

(Ivnitski et al. 1999)

“Though a lot of research activity has been involved in developing 

biosensors for various purposes the time has come to bring this 

technology to the forefront and make it commercially available” 

(Nayak et al. 2009)

En agroalimentaire: tests ELISA et bandelettes disponibles 

commercialement

Biacore Q + kits dosage vitamines, antibiotiques… Appareillage 

couteux réservé au grands groupes agro-alimentaires

10 ans plus tard…
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Les difficultés liées à l’aliment
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Les difficultés liées à l’aliment

Détection de traces de certains analytes, voire d’absence totale

ex: législation pour E. Coli O157:H7 = absence totale

103 cellules/ml ~ 1.7 10-18 M

Problèmes de la représentativité de l’échantillon

ex: absence de pathogène dans 1g d’aliment alors que 

l’analyse ne requiert que quelques µl

Difficultés de travailler avec une matrice complexe 

- interactions de l’analyte avec autres constituants (lipides…)

- accessibilité limitée à l’analyte

- solides ou gels à solubiliser

- nécessité parfois de techniques d’extraction de l’analyte
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Les applications potentielles
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Sucres, alcools et acides organiques

• Glucose : 

– utilisé comme édulcorant

– Substrat pour les microorganismes dans les processus de fermentation

 Biocapteurs ampérométriques utilisant la glucose oxydase comme 

ligand

 Aliments: soda, jus de fruits, vin, lait, biscuit, yaourt

Fructose:

- Pouvoir sucrant supérieur au glucose

- Marqueur de la fraîcheur des fruits

 Biocapteurs ampérométriques utilisant la fructose déshydrogénase

 Aliments: miel, fruits, légumes, sodas, aliments diabétiques

Ethanol (vins & spiritueux), polyphénols (fruits, légumes, huile d’olives, thé)

Nombreuses applications possibles en agro-alimentaire
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Les antibiotiques

Utilisés dans le traitement des maladies de la vache, mais...

 non détruits par la chaleur

 peuvent rendre le lait intransformable par inhibition de la 

croissance des levains

 peuvent être à l’origine d’allergies, de toxicités ou 

provoquer des phénomènes de résistance
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Les antibiotiques

Législation européenne: définition des MRLs (Maximum Residue Limits)
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Antibiotiques – Les techniques disponibles commercialement

De 2 à 3 €/test !
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Les pesticides

Pesticide = produit anti-parasitaire naturel ou de synthèse utilisé 

en agriculture, lors du stockage de denrées alimentaires, en 

médecine vétérinaire et humaine, en industrie, pour lutter contre 

les rongeurs, les insectes, les mauvaises herbes, les 

champignons, les micro-organismes

 peuvent être à l’origine de toxicités chez l’homme
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Les pathogènes et les toxi-infections alimentaires 

collectives

Quelques données épidémiologiques 

France, 1987-2003

- 7 670 foyers ont été déclarés aux Ddass ou / et aux DDSV

• 136 366 personnes ont été affectées 

• 12 703 personnes ont été hospitalisées 

• 97 personnes sont décédées 

• un germe a été identifié ou suspecté pour 4 420 foyers 

- 68% des foyers dont l’agent a été confirmé biologiquement étaient dus 

à Salmonella

- un agent a été confirmé pour 58% des foyers ; suspecté pour 21% des 

foyers ; l’agent est resté inconnu pour 21% des foyers.



A L I M E N T A T I O N                    

A G R I C U L T U R E

E N V I R O N N E M E N T

Ecole thématique CNRS

Les Houches

8-12 février 2010

Les pathogènes

Les aliments incriminés dans les TIAC
Nombre de cas

Laits et produits laitiers

Staphylococccus aureus 25

Oeufs et produits à base d'œufs

Salmonella 160

Viandes

Salmonella, Clostridium perfringens 58

Volailles

Salmonella 30 

Poissons et fruits de mer

Très grande variété 54

Autres aliments

Clostridum perfringens, Staphylococcus aureus 59 
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Les pathogènes

Listériose - Epidémiologie

 De 1987 à 2001: diminution du nombre de cas jusqu’à 3.5cas /Million d’hab

 De 2001 à 2005: stabilisation

 De 2006 à 2008: nette augmentation jusqu’à 5 cas/Million d’hab !!!

 Recrudescence touche principalement les + de 60 ans et les 

personnes immunodéprimées



A L I M E N T A T I O N                    

A G R I C U L T U R E

E N V I R O N N E M E N T

Ecole thématique CNRS

Les Houches

8-12 février 2010

La détection des pathogènes dans les aliments

Laborieuse car nécessitant 4 étapes successives:

-Pré-enrichissement

-Enrichissement sélectif

-Isolation

-Identification

(Intérêt des Labs-on-a-chip pour réaliser ces différentes étapes)

Durée totale de l’analyse: 16 à 48h

Limite de détection: de 105 à 107 cellules/ml
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Exemples de biocapteurs appliqués à la détection d’E. coli

Tokarskyy & 

Marshall, 2007
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• Tableau des applications récentes d’après 

Nayak et al. 2009 et Palchetti et al. 2008

• Homola 2008
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L’allergie alimentaire

• Prévalence :

- 6-10 % de la population pédiatrique (Venter et al. 2008)

• - 3 % de la population adulte (Rona et al. 2007 ; Kanny et al. 2001) / 1% en 1970

 Allergie au lait :

- importante chez les nourrissons

- acquisition de tolérance

Aliments responsables des allergies alimentaires
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D’après les données du CICBAA, février 2005
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Détection des allergènes alimentaires

Quelques techniques utilisant des systèmes commerciaux…
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Diagnostic de l’allergie alimentaire

1 « Interrogatoire » par un praticien

2 Tests cutanés (prick-tests) avec l'aliment natif, consistant à effectuer une 

scarification au travers d'un morceau de l'aliment déposé sur la peau 

3 Quantification des IgE-spécifiques

Remboursement sécurité 

sociale : 15 €/allergène 

(max: 6 allergènes)

Difficile car: 

- Faibles concentrations d’IgE spécifiques (1 ng/ml)

- Environ 1 IgE pour 1000 IgG

Un ex: puces à protéines

Détection de 150 

allergènes
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Sensor chip recouverte d’une surface de carboxymethyl dextran

Anticorps monoclonal spécifique de 

l'extrémité N-terminale de la 

caséine

Caséine intacte et ses produits de 

dégradation

Anticorps monoclonal spécifique de 

l'extrémité C-terminale de la caséine

 Application à la quantification simultanée de 3 caséines 

majeures (s1,  et ) du lait à l’aide d’un biocapteur optique

Comment quantifier une protéine entière et pas 

ses produits d’hydrolyse par une technique 

immunochimique rapide ?
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Fixation de l’anti-
Nter  (détection de 
la caséine entière)

Injection du lait

Fixation de la caséine 
et des produits 

d’hydrolyse

Régénération

Injection de l’anti-Nter
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Sensorgramme obtenu pour un échantillon
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Analyse par Biacore de 30 laits individuels

concentration (g/l)

2 4 6 8 10 12 14 160

caséine β

caséine αS1

caséine κ 2,5 4,68

7,25 14,52

6,35 14,77
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Corrélation TP/Biacore pour S1 +  + 

R2 = 0,841

Taux protéique
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Echantillon Traitement Caséine S 1 

(g/l)
Caséine 

(g/l)
Caséine 

(g/l)

PA-1

PA-2

UI-1

UI-2

UD-1

UD-2

S-1

S-2

Pasteurisé

UHT direct

Stérilisé

8,39

8,06

8,06

6,51

9,82

8,93

9,20

10,94

11,63

11,19

11,36

8,12

12,66

12,94

10,79

11,32

4,26

3,54

4,07

4,18

4,96

4,56

4,23

5,26

Dosage des 3 caséines dans des laits de 

consommation

UHT indirect
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4 fromages de Comté prélevés en fruitière et affinés à 
l ’INRA avec le procédé d’affinage suivant :

Pré-affinage, 13°C, 49 jours,

Cave chaude, 17°C, 35 jours,

Cave froide, 6°C, 63 jours

Suivi de la concentration de caséine β durant 

l’affinage du fromage
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Comté 1
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Comté 4
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1.3 cm

Anticorps spécifiques 

des sites de clivage

Caséine fixée au niveau 

du site de clivage

Polyéthylène 

imine

L’objectif final du projet :

Développer un multicapteur permettant de suivre la protéolyse au cours de 

l’affinage des fromages (Cheese Sensor project, 2000-2004, Lund 

University)

1 cm

Principe du Cheese Sensor

Puce de silice



A L I M E N T A T I O N                    

A G R I C U L T U R E

E N V I R O N N E M E N T

Ecole thématique CNRS

Les Houches

8-12 février 2010

Laserdiode

Photometer

X-Y Table

Stepping motor 
 for X-position

Stepping motor 
 for Y-position

Computer

Polarizer

Sample

Le système de détection optique du Cheese 

Sensor
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Le prototype du Cheese Sensor
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La puce
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Objectif

Développer une méthode permettant d’évaluer le risque de 

déstabilisation d’un lait au cours de son stockage en suivant l’hydrolyse 

de la liaison Phe105-Met106 de la caséine .
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Stratégie utilisée

Coupure 

enzymatique

105-106
COOHNH

2

169

K-CN

1

CMP

106 169

11598
Peptide (98-115)

Pas de 

reconnaissance 

Anticorps dirigé contre le 

peptide de synthèse 

Reconnaissance 

spécifique  

1 105

Para-K
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Spécificité des anticorps produits
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pasteurisé

3%

autre

6%

stérilisé

7%

UHTdirect 

17%

UHT indirect 

67%

Les différents types de laits de consommation produits en 

France
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Est-il possible de connaître le «passé thermique» d’un lait 

sans disposer du lait cru d’origine ?

 Chauffage du lait
changements de conformations des protéines 

globulaires détectables par des anticorps spécifiques

 Modèle choisi : -lactalbumine

Production d’anticorps monoclonaux spécifiques des formes native et 

« dénaturée » du marqueur et développement d’une technique ELISA et 

d’un biocapteur optique pour suivre les changements conformationnels du 

marqueur

pertinent pour laits UHT

Evaluation du traitement thermique d’un lait d’origine inconnue 
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Concentrations (mg/ml) d’-lactalbumine native (a) et 

“dénaturée” (b) dans un échantillon de lait soumis à différents 

traitements thermiques déterminées par ELISA
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Pourcentage de dénaturation (%)

Cru Pasteurisé UHT Stérilisé

0 3 14 59 84 99

Traitement thermique

97

Pourcentages de dénaturation de l’-

lactalbumine déterminés sur 32 laits par ELISA
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Conclusion I - La technique ELISA développée :

 permet de discriminer les laits pasteurisés, UHT et stérilisés

 ne nécessite pas de disposer du lait cru d’origine

 utilise quelques microlitres d’échantillon

 est peu coûteuse en réactifs et matériels

Cependant elle ...

 est peu répétable (CV = 11 et 12%)

 permet l’analyse de seulement 8 à 16 échantillons par jour. La 

technique est inadaptée pour une utilisation en routine

Il semble y avoir un intérêt à développer une technique utilisant 

les mêmes anticorps sur Biacore 3000



A L I M E N T A T I O N                    

A G R I C U L T U R E

E N V I R O N N E M E N T

Ecole thématique CNRS

Les Houches

8-12 février 2010

Anticorps 

spécifique de l’-

lactalbumine 

dénaturée

1

2
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4

Anticorps 

spécifique de 

l’-lactalbumine 

native

Lait

Référence

Référence

Les anticorps monoclonaux ont été immobilisés sur une 

sensorchip CM5 Biacore
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Sensorgrammes obtenus avec des laits commerciaux
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Corrélation entre les techniques ELISA et Biacore (100 

échantillons)
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R2= 0.92
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Lait Echantillon Analyse
après

fabrication

Analyse après 90 jours de
stockage à

Total

25°C 35°C

Pasteurisé 6 usines x 2
saisons

22 0 0 22

UHT Direct 6 usines x 2
saisons

16 16 16 48

UHT
Indirect

7 usines x 2
saisons

29 29 29 87

Stérilisé 2 usines x 2
saisons

8 8 8 24

TOTAL 181

Laits commerciaux analysés sur Biacore
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Pourcentage de dénaturation de l’-lactalbumine de laits 

du commerce analysés après fabrication
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Effet du stockage
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Pourcentage de dénaturation de l’-lactalbumine
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Discrimination de laits commerciaux par leurs concentrations 

relatives en -lactalbumine native et dénaturée
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Cahier des charges à respecter
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Les perspectives



A L I M E N T A T I O N                    

A G R I C U L T U R E

E N V I R O N N E M E N T

Ecole thématique CNRS

Les Houches

8-12 février 2010

Exemple 1 - Détection on-line de la progestérone

Permet de déterminer précisément la période d’œstrus de la vache au 

cours de la traite

Machine à traire 

du futur ???
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Exemple 2 – Vérification de l’intensité d’un traitement 

thermique

Colmatage des plaques de 

l’échangeur par dépôt de protéines 

dénaturées

Diminution de l’efficacité du 

traitement

Augmentation des risques 

sanitaires

Biocapteur intégré en sortie d’échangeur et avant 

conditionnement


