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Fermentation : méthode ancestrale de conservation
des aliments

Plusieurs espéces microbiennes en mélange, jusqu’a : 10’ a 10° / g de produit

50 — 400 g / personne/ jour (5 a 40 % de la diéte journaliere selon les pays)

Plus de 5 000 aliments fermentés référencés dans le monde !

Des écosystemes extrémement diversifiés (bactéries, des levures, des champignons filamenteux)

B> Initialement fermentations spontanées par les
microorganismes endogenes présents dans l'aliment brut

P> Aujourd’hui, majoritairement utilisation de ferments
pour controler le processus de fermentation (excepté
certains produits traditionnels)




Les microorganismes des éléments clés des produits
fermentés...
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Des fonctionnalités multiples et diversifiées

* Microorganisme dépendant

* Espece dépendant

* Souche dépendant (diversité intra-spécifique)




« Le role de I'infiniment petit est infiniment grand » L. Pasteur
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Contribution du CIRM a la recherche sur les aliments
fermentés en 3 axes
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Caractérisation Identification et
d’écosystemes caractérisation des
fermentaires souches d’intérét

4 N\ [ N/ )
* Diversité microbienne ® Caractéristiques * Fonctionnalités
* |solement, conservation et génotypiques d’intérét
mise a disposition ® Caractéristiques * Nouvelles
® Collections de référence phénotypiques utilisations
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Caractérisation d’écosystemes fermentaires :

Projet ANR Peakyeast (2015 - 2018) “Moving the wine y

saccharomyces cerevisiae up its adaptive peak in grape mus
(INRA-SPO, J-L. Legras)

¢ CIRM-BIA et CIRM-Levures, Tache 1 : Caractérisation des communautés microbiennes
des mo(ts de raisin (bactéries et levures) métagénomique et méthodes culturales
(11 vignobles, 5 sauvignons blancs, 6 viogniers noirs — 2 saisons de vendange 2015 et 2016)

@ _, | structure of microbial comparative genomics of non-
grape musts communities (task 1 «| Saccharomyces yeasts: HGT . Y
(task 1) o (task 2) » Collections de référence de
ra 7 . . "
mmm ”,z e bacte.rl.es |ssues. de m\outs
==-=| Saccharomyces genes into de raisin accessibles a
wine yeast genome (task 3)

I'ensemble de la
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selection experiment:

um factorial design (task 5)
hread

outputs: adaptive alleles and phenotypes,
oak rum
sake \b aad \\

and genetic effets of biotic interactions (task 6)




Caractérisation d’écosystemes fermentaires :
Projet ANR Peakyeast

¢ Résultats diversité bactérienne des mouts de raisin méthodes culturales

* Optimisation des milieux de culture (33

milieux/conditions de culture testés) ¢ Niveau de population moyen compris
* Mise au point d’'une méthode de tri des isolats sur des entre 10° et 108 UFC / litre de modt
criteres micro et macroscopique pour éliminer les # Diversité +++ : 84 espéces identifiées
doublons s , .
¢ Grande variabilité entre les échantillons
. o e de 2015 et 2016 (seulement % des
Diversité d'espéece . . .
especes en commun) - 90% des espéeces
oENOCoCCUS O 7 présentes dans un seul des 14
LEUCONOSTOC MESENTEROIDES/LACTOBACILLUS SAKEI 8 é Chanti||0n S analys é S
LACTOBACILLUS PLANTARUM/PENTOSUS 13 . ) , , . , .
A crondcy LS RRAT > ¢ Population d’acétobactéries > bactéries
LACTOBACILLUS HILGARDII | 6 |actiques (AB>BL>BenV>Ent)
xozaxasavenss [ 10 . . 0
i i ¢ Enterobactéries retrouvées dans 80%
GLUCONOBACTER JAPONICUS/FRATEURII/NEPHELIE = échantillons
. ’ % 7 especes dominantes :
ESCHERICHIA COLI /SHIGELLA FLEXNERI | | 6

L. plantarum (93%) > K. baliensis >
G. cerinus > L. mesenteroides >
G. japonicus, O. oeni, L. mali
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Caractérisation d’écosystemes fermentaires : ’E!é‘;‘b&
» Constitution de collections de référence. 48 & |

= Projet ANR Peakyeast
2 collections de référence dont les souches seront mises en collection ouverte
Bactéries : 1036 isolats collectés, appartenant a 84 espéeces dont 40 especes de

bactéries lactiques et acétiques
Levures : 1049 isolats collectés appartenant a 42 especes caractérisées en

combinant MALDI-TOF et caractérisation moléculaire

= Projet ANR Bakery

Diversité et interaction d'un écosystemes agro-alimentaire ble/homme/levain a faible
intran . vers une meilleure comprehension de la durabilité de la filiere boulangere
(SPO, d. Sicard)

Tache 2 ; Cﬁrac,téris tion de Ja diversité micrqbiean? dans les éch.?ntill.ons ge levain
Collection de bacteries lactiqgues isolees de levain de panification (bio)

majoritairement L. sanfranciscensis (grande diversité intra-spécifique) +
L. plantarum et L. curvatus
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Identification et caractérisation des souches d’'intér 4 5| /&
Etude de la diversite moleculaire et phenotypigue e
Intra-specifique de bacteries d'interét alimentaire
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# Etude de la diversité - S s L g génes PGH systématiquement
moléculaire des autolysings ‘ présents et transcrits chez 24
(PGH) de L. helveticus souches de L. helveticus
Thése I. Ondrackova - L4 e Différences de composition de leur

= = = paroi (polysaccharides)
A - * Discrimination des espéces
<§? 103 m L. helveticus et L. gallinarum basée
oA ‘ @ sur les PGH

¢ Typage moléculaire de P. freudenreichii Thése R. de Freitas - L4

* Etude de 28 souches de P,
Lac+ /nlt + freudenreichii dont 10
Lac- /n|t+ séquencées =» Séparation de

Thy_191

Lac-/nit- ] P. freudenreichii en deux sous-
especes : ssp. freudenreichii et
ssp. shermanii non pertinente
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-

= INRA i

SCIENCE & IMPACT

4
LY
\/
§f



Identification et caractérisation des souches d’'intérét
Seqguencage de 580 genomes de bacteries lactigues

= Diversite intra-specifigue

/Partenariat industriel
+ Université de Toulouse Il
+ ETH Zurich
580 souches de bactéries
lactiques dont 400 souches (25
\espéces) pour le CIRM-BIA

Trés grande diversité intra-
spécifique 15 génomes /
espece en moyenne

Liberté totale
d’exploitation des

données de séquencage
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Recherche de nouvelles fonctionnalités
Questions en lien avec la domestication des especes
Sélection ciblée / criblage

. Nombre de
espéece
Bl souchesE

Lactobacillus
Lactobacillus
Lactobacillus
Lactobacillus
Lactobacillus
Lactobacillus
Lactobacillus
Lactobacillus
Lactobacillus
Lactobacillus
Lactobacillus
Lactobacillus
Lactobacillus
Lactobacillus
Lactobacillus
Lactobacillus

Lactococcus

Leuconostoc
Leuconostoc

Pediococcus
Pediococcus
Pediococcus

Propionibacteriu

Streptococcus

Weisella
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acidophilus
amylovorus
brevis
buchneri
crispatus
curvatus
delbrueckii
fermentum
helveticus
hilgardii
Jjohnsonii
paracasei
pentosus
plantarum
reuteri
rhamnosus

lactis

citreum
mesenteroide

acidilactici
parvulus
pentosaceus

freudenreichi
thermophilus

confusa

15
4
17
10
5
5
39
19
21
3
12
20
20
20
10
20

41

15
18

2
5
4

20
46




Criblages de fonctionnalités d’intérét :

Projet Profil : développement de solutions alternatives aux

composes chimiqgues pour lutter contre les contarminations fongiqu
des produits laitiers

Levures et champignons
filamenteux

-

Bactéries lactiques et propionique
Champignons filamenteux

Acides gras

Peptides

Productions

de composés Composés divers...
antifongiques

Acides
organiques

Reuterine

Activité antifongique
Multifactorielle

Substrat dépendante
T — Espéces et souches dépendante
< W Possibilités
PROFIL dlexport

These Lucille Garnier




Projet Profil : Démarche

1) Caractérisation de la diversité des contaminants fongiques :
Sur des échantillons d’'ambiance d’usines de transformation laitiere et des produits
contaminés =» Collection de référence de contaminants fongiques 175 souches,
choix des cibles pertinentes

2) MAP méthode de Criblage in vitro haut débit d’ingrédients laitiers antifongiques

\ / ...testés contre 4 cibles \

... cultivés sur deux substrats ) _ ...en duplicat
|aitiers... fonglques representatlves de "'12 000 CUItures

la diversité des contaminants
LH: 10%-poudre de lait ) s 1600 cult/sem
" , ; fongiques des produits laitiers
Low complémenté en MG
o * Mucor racemosus
laitiere

e . * Penicillium commune
UF: perméat d’ultrat filtrate .
e Galactomyces geotrichum

de lait 4 fois concentré / K g e

710 souches...
512 bactéries

3) Challenge test, test d’usage
et analyse sensorielle

4) Identification des composés antifongiques et
mécanismes d’action

A B

Antifungal activity of peptide pepadcl77 on
Rhodotorula mucilaginosa (A) and 937
Mucor racemosus (B) grown on PDA 1%
agar (final concentration: 1.104 spores or
938 cells/mL) at 25 °C for 7 days. Five
concentrations were tested 0,25;0,5; 1,0;
2,0 and 5 939 mg/mL. Central wells were
filled with sterile water as negative control

Dim 2 (28 09%}
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Projet Profil : criblage du potentiel antifongiques de
microorganisms d’intérét alimentaire ... en résume

e 710 souches testées : 512 bactéries and 198 champignons
e Plus de 12 000 cultures (souches isolées ou en association)
e 7 partenaires industriels impliqués dans le projet de recherche

* 3ingrédients laitiers AF dérivés de : L. rhamnosus, P. jensenii et
M. lanceolatus

e Scale up sur 3 produits reels : fromage type raclette, fromage frais
et creme fraiche
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e 1 peptides antifongique identifié, un début d’élucidation des
mécanismes d’action en jeu dans l'activité antifongique
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Reiew _ N ) Technical note: High-throughput method for antifungal
Diversity and Control of Spoilage Fungi in Dairy activity screening in a cheese-mimicking model

Products: An Update
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Criblages de fonctionnalités d’intérét :
Identification de Bactéeries dinterét pour la fabrication de
Speéecialites fermentees vegéetales

64

a’ ST LO souches A :
Equipe MBIO Adapatation des * Analyse d’une 10aine
A souches /procédé de consortia
Tests en association fonctionnels =» Scale-

300 Composés
souches A\ volatils et up

\ Dégradation de «sniffing » * Etude des interactions
4000 sucres spécifiques bactéries/bactéries
souches Analyse et acidification dans les consortiums

biblio bactériens
fonctionnels
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Le CIRM : plateforme collective et
transversale, levier d'innovation au
service des aliments fermentés

* Diversité microbienne * Caractéristiques *  Fonctionalités
i ) ) * Isolement, conservation et genotypiques d'intérét
Productiond'acides organiques, mise & disposition * Caractéristiques * Nouvelles
Bio Propriétés de composés volatils de * Collections de référence phénotypiques utilisations
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caractérisation des
souches d'intérét

Criblages

apacsconesr (@@ Recherche de (nouvelles) fonctionnalités
N =>» grande diversité d’espéce mais aussi
grande diversité intra-spécifique

Propriétés Exopolysaccharides

rhéoloaiques Propriétés
probiotiques

Aspect-couleur
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\%a“ Tor Ky
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au criblage d tion. double d t 5 5

e conservation, double de sureté sur ="\gzs
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* Base de données dédiées et sécurisées
regroupant I'ensembles des données
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Merci de votre
attention...
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MAIS SEULE MENT
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...et merci a mes collegues du CIRM-BIA:
Victoria, Marie-Noélle, Anne-Sophie,
Bénédicte, Sophie et Anne
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