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Introduction

Les conservateurs, essentiels a la préservation des aliments transformés

L'altération par les microorganismes génére des quantités de nourriture perdue
importantes. Ce n’est pas moins de 25% des denrées alimentaires produites qui sont jetés apres
leur récolte (Bondi et al., 2014). Ce type d’altération peut étre observé a chaque étape de
transformation et de stockage des aliments produits malgré les diverses mesures prises par les
industriels pour limiter ce phénoméne (HACCP, marche en avant, contrdle qualité...). C’est a
la fois une perte économique pour les entreprises agro-alimentaires, une source considérable de
déchets et un probléeme écologique majeur du fait du gaspillage des ressources naturelles et
énergetiques. Les altérations se traduisent par un changement de couleur, de texture, des odeurs
atypiques et des saveurs anormales rendant le produit indésirable au consommateur (L. Petruzzi
et al., 2017). Les conservateurs alimentaires sont des substances minérales ou organiques qui
permettent d’allonger la durée de conservation des aliments en les protégeant des altérations
chimiques (oxydation) et microbiennes. L utilisation des conservateurs est donc nécessaire pour
assurer la qualité et la durée de vie des aliments transformés. Cependant, I’utilisation de certains
conservateurs souleve des questions a propos de leur potentiel effet delétére sur la santé en
raison de leur consommation journaliére et sur le long terme (Silva et Lidon, 2016). Ces
questions se traduisent par une méfiance et une inquiétude croissante des consommateurs
envers les conservateurs de synthese (créés par réaction chimique ou enzymatique).

Les consommateurs sont de plus en plus attentifs a leur alimentation et aux produits
qu’ils achétent. Cette tendance se traduit en partie par une demande croissante d’aliments moins
transformés, plus naturels et sans conservateur comme les produits « clean label ». Pour
répondre a cette demande des consommateurs et plus particulierement a la tendance “clean
label”, trouver des alternatives naturelles aux conservateurs de synthése est donc essentiel pour

les industriels.
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Les alternatives aux conservateurs de synthese pour répondre aux tendances de
consommation

Plusieurs pistes sont étudiées pour identifier de nouvelles alternatives aux conservateurs.
C'est par exemple le cas de I’introduction volontaire de micro-organismes antagonistes qui par
compétition et production de métabolites limite la croissance d’autres microorganismes dans
un aliment: la “biopréservation”. Ce terme inclut plus globalement [’utilisation de
microorganismes, des produits de fermentation, ou des métabolites dans le but d’étendre la
durée de vie et/ou augmenter la sécurité d’un produit. Les principaux mécanismes d’action de
la biopréservation sont 1’antibiose (production de molécules antimicrobiennes) et la
compétition pour les nutriments (Salas et al, 2017). 1l est bien connu que les aliments fermentés
sont plus sdrs et stables microbiologiquement. En effet, la fermentation a un double avantage,
convertir les sucres potentiellement utilisables par d’autres microorganismes pathogeénes ou
d’altérations et produire des métabolites antimicrobiens. La fermentation est un procédeé qui fait
intervenir un microorganisme qui, de par ses enzymes, converti généralement des sucres en un
composeé réduit (un acide généralement), le plus souvent en anaérobie.

La biopréservation a 1’aide de bactéries lactiques est actuellement la principale
alternative aux conservateurs dans les aliments, laitiers ou non laitiers. Elle est tres étudiée en
raison de 1’utilisation historique des bactéries lactiques dans les aliments fermentés et le statut
GRAS (Generally recognized as safe) attribué a ces dernieres par la FDA et QPS attribué par
I’EFSA (EFSA Journal, 2020). Suivant la voie metabolique empruntée pour la production de
lactate a partir de sucres, les bactéries lactiques peuvent étre divisées en 2 groupes :
homofermentaires et hétérofermentaires (figure 1).

Dans le cas de la fermentation homolactique, le lactate est le produit majoritaire de
fermentation. Il est issu de la transformation du glucose en pyruvate par la glycolyse. Le
pyruvate est ensuite réduit en lactate grace a I’action de la lactate déshydrogénase (Eiteman et

Ramalingam, 2015) (figure 1).






Cependant, dans des conditions défavorables comme en présence d’une faible
disponibilité de glucose, les bactéries homofermentaires peuvent également produire de I’acide
formique, de 1’acétate, de 1’éthanol et/ou du CO> par la voie de fermentation des acides mixtes
(Mozzi et Vignolo., 2010).

Concernant la fermentation hétérolactique, le glucose est transformé par la voie des
pentoses phosphates en xylulose-5-phosphate (pentose). Le pentose produit est clivé en
glycéraldéhyde phosphate et en acétyle phosphate par une phosphocétolase. Le glycéraldéhyde
phosphate emprunte la voie de la glycolyse pour former du pyruvate puis du lactate. L acétyle
phosphate est réduit en éthanol (figure 1). Cette fermentation est donc nommee hétérolactique
car elle permet non seulement la production de lactate mais aussi d’éthanol, d’acétate et de CO2
(Salminen et Von Wright, 2004).

Les produits de ces deux groupes de fermentation (lactate, acétate et CO>) permettent la
diminution du pH de I’environnement et ils ralentissent voire inhibent la croissance des autres
microorganismes. Par exemple, L. monocytogenes peut étre inhibée dans des produits végétaux
par le lactate produit par Lactobacillus plantarum (Wilson et al, 2005). Les bactéries lactiques
peuvent également produire lors de la fermentation d’autres acides (formique, phényllactique,
caproique), ainsi que du diacétyle et du peroxyde d’hydrogéne. C’est le cas de L. plantarum
21B (isolé du levain de pain) qui produit de I’acide phényllactique et 4-hydroxy-phenyllactique

ayant une activité antifongique a large spectre (Lavermicocca et al., 2000).

Les bactéries lactiques sont aussi capables de produire des bactériocines comme la
nisine, la lactacine ou encore la plantaricine (O'Sullivan et al, 2006 ; Galvez et al., 2008). Les
bactériocines sont des peptides produits par le ribosome des bactéries et ayant un effet
antimicrobien. Leur biosynthése dépend de facteurs variés : le pH, la température, la souche et
la composition du milieu. L’effet bactéricide des bactériocines est généralement causé par la

perméabilisation et la formation de pores dans la membrane de la cible (Kumariya et al., 2019).
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Leur activité est souvent restreinte aux bactéries de genres ou d’espéces proches de celui de la
bactérie productrice. Toutefois, les bactériocines des bactéries lactiques peuvent se révéler
efficaces contre les bactéries pathogenes ou d’altérations (Dortu et Thonart, 2009). Par
exemple, L. plantarum I1B2 (isolé du inziangsang) produit une bactériocine a laquelle S. aureus

S1 est sensible (Tamang et al., 2009).

Les bactéries propioniques sont, comme les bactéries lactiques, utilisées pour la
fabrication de produits fermentés, en particulier I’emmental. Cependant, peu d’études
s’intéressent a 1’utilisation des bactéries propioniques pour la conservation des aliments autres
que les produits laitiers. Au niveau législatif, Propionibacterium freudenreichii est classee
comme GRAS (Generally recognized as safe) aux Etats-Unis et QPS (Qualified Presumption
of Safety ou présomption d’innocuité reconnue) en Union européenne tandis
qu’Acidipropionibacterium acidipropionici posséde uniquement le statut QPS. Ces deux
especes de bactéries propioniques seront donc favorisées dans 1’étude. De plus, les bactéries
propioniques sont capables de synthétiser de 1’propionate, une molécule qui inhibe la croissance
des levures et des moisissures. Cet acide est utilisé en tant que conservateur dans certains
produits de panification et patisserie. La majorité de sa production (environs 80%) est utilisée
en alimentation humaine et animale (Piwowarek, Kamil et al, 2018). De plus, le propionate
produit par les bactéries est considéré comme un conservateur naturel contrairement a celui
obtenu par voie chimique et peut étre inclus dans un produit “clean label”.

Le propionate est produit par les bactéries propioniques grace au cycle de Wood-
Werkman. Une partie du succinate issu du cycle de Krebs est détourné de ce cycle et integre le
cycle de Wood et Werkman conduisant ainsi a la production du propionate. Le succinate réagit
avec le propionyl-CoA pour former du propionate et du succinyl-CoA. Le succinyl-CoA est
ensuite converti en methylmalonyl-CoA par deux enzymes : une methylmalonyl CoA mutase

puis une methylmalonyl racemase (figure 2).






Une réaction de transcarboxylation permet ensuite le transfert du groupe carboxyle du
méthylmalonyl-CoA au pyruvate pour former de 1’oxaloacétate et du propionyl-CoA (figure 2).
Cette réaction est réalisée par une enzyme dépendante de la vitamine B8 ou biotine, la

methylmalonyl-CoA carboxytransferase.

Les bactéries propioniques sont aussi capables de produire des molécules inhibitrices de
la croissance d’autres bactéries comme 1’acétate, I’acide succinique et bien d’autres acides
organiques et ce dans des proportions diverses suivant le substrat (Turgay et al., 2022). Elles
peuvent également produire, selon les souches, du diacétyle (Lee et al., 1970) et des
bactériocines qui ont une activité antimicrobienne comme décrit précédemment. Plus de
recherches sont nécessaires pour évaluer les potentielles applications des souches de bactéries
propioniques produisant des bactériocines. Néanmoins, il existe déja sur le marché des
conservateurs basés sur l’utilisation des bactéries propioniques. Par exemple, Inhibit 3600
Dairy™ (Mezzoni Foods) est un conservateur naturel obtenu par la fermentation contrélée de

petit lait avec P. freudenreichii.

La complémentarité des bactéries lactiques et propioniques

La co-culture des bactéries lactiques et propioniques montre de facon génerale un effet
antimicrobien supérieur en comparaison a chaque culture seule (Suomalainen and Mayra-
Maékinen,1999). En effet, les bactéries propioniques et lactiques produisent des composes
antimicrobiens variés ce qui rend leur co-culture un choix stratégique pour des applications de
biopréservation (Smid et Lacroix, 2013).

Plusieurs stratégies ont été décrites pour associer bactéries lactiques et propioniques en
vue d'augmenter le potentiel antimicrobien des produits de fermentation. Par exemple, des
études antérieures ont démontré que la combinaison de bactériques lactiques et propioniques
antifongiques augmentait I’inhibition des cibles fongiques par rapport aux souches en culture

pure (El-Shafei et al., 2008; Fernandez et al., 2017; Schwenninger and Meile, 2004).






La fermentation avec une culture comportant des bactéries lactiques et propioniques est donc
tres étudiée sur les produits laitiers. Toutefois, seul un nombre limité d’études porte sur la co-
fermentation des bactéries lactiques et propioniques dans les produits végétaux. Un mélange de
culture de pré-fermentation composé de bactéries lactiques et propionique a montré son
efficacité dans I’allongement de la durée de vie de pain de seigle et pain de blé au levain
(Javanainen et Linko, 1993). Une autre étude a aussi été réalisée sur la co-fermentation des
bactéries lactiques et propioniques sur le pain au blé (Tinzl-Malang et al., 2015). Les études sur
la co-fermentation des bactéries lactiques et propioniques dans les produits végétaux sont donc
peu nombreuses malgré la complémentarité de ces bacteries et le potentiel (nutritif mais aussi
antioxydant et antimicrobien) des matrices végeétales. Une autre stratégie a envisager est celle

des fermentations successives avec des bactéries lactiques puis propioniques.

Les fermentations successives comme stratégie

Aucune étude sur les fermentations successives des bactéries lactiques et propioniques
sur les matrices végétales n’a été répertoriée. Pourtant, les bactéries propioniques sont capables
d’utiliser le lactate comme source de carbone et certaines espéces comme P. freudenreichii
I’utilisent comme source de carbone préférentielle (Smid et Lacroix, 2013). L’hypothése de
travail de ce stage est une premiére fermentation des sucres contenus dans les extraits végetaux
par les bactéries lactiques suivie d’une deuxieme fermentation propionique utilisant le lactate
produit lors de la premiére.

De surcroit, I’accumulation de composés issus de fermentations successives est une piste
intéressante pour maximiser la production de composés antimicrobiens. Le potentiel
antioxydant et antimicrobien des matrices végétales est également un élément a souligner et qui
peut également apporter un gain d’activité antimicrobienne. La pertinence d’une stratégie de
fermentations successives (lactique et propionique) pour le développement d’antimicrobien a

partir de matrices végétales sera étudiée.






Il est & noter que pour croitre, les bactéries propioniques ont non seulement besoin d’une
source de carbone (sucres, acides, polyols) et d’azote (azote organique ou inorganique) mais
aussi de microéléments (comme le fer, le magnésium, le cobalt, le manganése, le cuivre) et des
vitamines B8 et BS5. Ces deux vitamines sont d’ailleurs des facteurs essentiels pour la croissance
des bactéries propioniques (Stackebrandt et al., 2006 ; Falentin et al., 2010; Bourdichon et al.,
2012). Ainsi, la matiere premiére lactofermentée devra se composer de tous ces nutriments. Les
conditions de fermentation (pH, température, O2) seront aussi a maitriser pour favoriser le
développement des bactéries propioniques sur matrices végétales. Les conditions optimales de
croissance pour les bactéries propioniques sont un pH proche de 7 et une température de 30°C.
Elles se développent préférentiellement en anaérobiose mais sont toutefois aérotolérantes
(Thierry et al., 2011). Ainsi les conditions de fermentation pour I’étude ont été définies comme
tel : un pH égal a 6,5, une température d’incubation de 30°C et des conditions microaérophiles.

La composition des matrices végétales lactofermentées n'étant pas totalement connue, des
dosages concernant les acides aminés, les sucres et les acides seront nécessaires. Les
métabolismes des especes de bactéries propioniques dites laitieres que sont : A. thoenii et A.

jensenii ne sont pas décrits précisément dans la littérature.

Cette étude est issue d’une collaboration entre Symrise et 'INRAE. Les matrices étudiées
dans cette étude seront le jus d’oignon et la purée de tomate car elles font parties des produits
stratégiques de D’entreprise. De plus, 1’oignon, en raison de ses propriétés antimicrobiennes
décrites dans la littérature (Sagar et Pareek, 2020; Ye et al, 2013) est une matrice trés
intéressante a étudier. La purée de tomate est une matrice différente du jus d’oignon au niveau
de la composition et de la texture. L’une des requétes de 1’entreprise étant de trouver des
souches bactériennes polyvalentes pouvant s’adapter a différentes matrices, cette matrice est
également utilisée. La question du stage est la suivante : Peut-on produire des antimicrobiens

par deux fermentations successives (lactique puis propionique) de matrices végétales ?
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Pour cela, 20 souches de bactéries propioniques d’intérét alimentaire ont été sélectionnées
dans un premier temps selon leur espéce et leur métabolisme. Un premier criblage sur la
croissance des souches dans les deux matrices végétales lactofermentées a été réalisé (figure
3). La croissance a été suivie par dénombrement sur boite de Pétri et par enregistrement de
I’acidification des matrices végétales. La population finale ciblée des bactéries propioniques
devait étre proche de 108-10° CFU/mL car un lien entre la population finale et la production
d’antifongique a déja été démontré (Salas, 2018). Ensuite, les produits de fermentation ayant
atteint les plus hauts niveaux de population et la plus forte acidification ont sélectionnés pour
le criblage de I’activité antimicrobienne in vitro (figure 3). Les acides produits ont été dosés
avant le test de I’activité antimicrobienne pour voir si une corrélation entre I’activité

antimicrobienne et les proportions des acides organiques existait.

Matériel et méthodes

Deux matrices ont été retenues pour le projet : la purée de tomate et le jus d'oignon. La premiéere
fermentation faite avec les bactéries lactiques (L. plantarum) avait été préalablement réalisee
par Bioprox, un prestataire de Diana. Les matrices ainsi lactofermentées ont été ensuite traitées
thermiquement a 70°C pendant 15 minutes (afin d’éliminer la flore lactique), puis aliquotées
en flacon de 5L et congelées par Bioprox. Avant leur mise en ceuvre pour les fermentations
propioniques, elles ont été traitées de la maniéere suivante :

e Un contrdle de la qualité microbiologiques des matrices lactofermentées a été réalise :
Des analyses microbiologiques sur la flore aérobie mésophile totale et les bactéries
lactiques (L. plantarum) ont été réalisées afin de vérifier leur stérilité avant la mise en
ceuvre de fermentation propionique. Les analyses ont été réalisées en triplicat, et les
boites de PCA et MRS ont été incubées respectivement en aérobiose et en anaérobiose

pendant 48h a 37°C avant la lecture.






e Des analyses biochimiques portant sur la composition en sucres, acides organiques et
acides aminés ont été menées en externe par un prestataire (Eurofins).

e Le pH a été remonté jusqu’a 6,5 (+ 0,1) avec du NaOH 5M stérile.

Les 20 souches ont été sélectionnées a partir de la collection du CIRM-BIA, hébergée au sein
du STLO. Les critéres de choix ont été définis dans 1’ordre de priorité suivant : la liberté de
droit d’usage (1), le caractére non hémolytique (2), la capacité a métaboliser les sucres résiduels
des matrices fermentées (3), le biotope d’origine (4). Le critére 1 est trés important car
I’entreprise a pour volonté¢ d’exploiter industriellement la ou les souches bactériennes
intéressantes. Le critére 2 a été défini car les souches seront utilisées en alimentaire. Le critére
5 permet de favoriser les souches issues d’un biotope végétal et supposément ayant une
meilleure capacité a se développer dans les matrices végétales. Par ailleurs, lors d’une thése
précédemment realisée au STLO, plusieurs souches de bactéries propioniques provenant du
CIRM-BIA ont été testées pour leur activité antifongique sur substrat laitier. Les souches ne
présentant pas d’activité antifongique sur des matrices laitiéres et celles mises en évidence

comme actives mais déja exploitées industriellement ont été élimineées.

Les 20 souches de Propionibacterium spp. sélectionnées étaient conservées par le CIRM-BIA
sous forme de stocks glycérolés a -80°C. Ces souches ont été repiquées (3%) en milieu YEL
(Yeast Extract Lactacte) comme proposé dans une étude (Malik et al, 1968). Les souches ont
été cultivees dans des tubes de 10mL de YEL a 30°C sans agitation en condition microaérophile,
puis elles ont été repiquées successivement deux fois (2%) avant d’étre utilisées pour la

fermentation des matrices végétales.






Le jus d’oignon et la purée de tomate lactofermentés ont chacun été inoculés (2% v/v) avec les
précultures des 20 bactéries propioniques sélectionnées. Les souches ont donc été ensemencées
a7,3(x0,5) log CFU/mL. Lors du criblage sur la croissance, la fermentation a été realisée dans
un volume de 5mL de substrats et a 30°C sans agitation en condition microaérophile pendant
96h ou plus si nécessaire. Le pH a été mesuré stérilement a 48h et a au temps final de
fermentation. La numération a été réalisée uniquement en fin de fermentation (figure 3). Pour
les tests d'activité antimicrobienne, des fermentations ont été réalisées dans les mémes
conditions, mais dans des volumes de 30ml. Pour les fermentations de 30 ml, les produits de
fermentation ont été pasteurisés a 70°C pendant 15 min avant le dosage des acides organiques,

des sucres résiduels et I’évaluation de 1’activité antimicrobienne (figure 3).

Le pH a été suivi a 48 et/ou a 96h suivant le type d’essai avec un pH-metre (S210, Mettler
Toledo®). Des aliquots de 1 mL des jus fermentés par les différentes souches de bactéries
propioniques ont été réalisés stérilement pour les mesures. Le pH-metre était calibré avant

chaque utilisation avec des solutions tampon pH 4 et 7.

Les dénombrements bactériens ont été réalises a chaque fin de fermentation. Ils ont été
effectués par micro-méthode (Baron et al., 2006). Cette méthode consiste a réaliser des dilutions
de Iéchantillon en série au 1/10°™ (jusqu’a 107) dans un volume final de 200 pL. Un volume
de 100uL des dilutions appropriées est ensuite déposé dans chaque puits d’une plaque 6 puits,
puis le milieu est coulé dans les puits. La méthode a été modifiée en utilisant a la place de la
gélose YELA du PalProbiobac™ (Laboratoires Standa, Caen, France), un milieu sélectif
favorisant la croissance de Propionibacterium spp. Les plaques ont ensuite été incubées pendant

7 jours a 30°C en anaérobiose (Anaerocult, Merck).
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Les puits contenants entre 15 et 200 colonies ont été dénombrés. Le chiffre obtenu a été corrigé

par le facteur de dilution correspondant.

Le dosage des acides organiques a été réalisé a I’aide d’un systéme chromatographique
Dionex ICS — 6000 (Thermofisher) équipé d’une colonne échangeuse d’anion (AS11-HC,
Thermofisher), d’un détecteur de conductivité et d’un suppresseur (ASRS 600). La phase
mobile était une solution d’hydroxyde de potassium et 1’élution a été réalisée en mode gradient.
L’incertitude de la méthode est de 15% et en raison de probleme de co-élution des acides
acetique et lactique les résultats seront donnés a titre indicatif. La quantification des acides

acetique et lactique n’étant pas exact étant donné cette co-élution.

Le dosage des sucres a été réalisé a 1’aide d’un systéeme chromatographique UPLC Acquity
HClass avec un détecteur a barrette de diodes équipé d’une précolonne XBridge BEH C18
VanGuard Cartridge et une colonne XBridge BEH Amide. Aucune précision n’a été apportée
sur la préparation des échantillons et sur le mélange de solvant utilis¢ pour faire I’analyse par
I’entreprise. L’incertitude de la méthode est de 10% avec une limite inférieure de quantification

LLOQ = 250mg/L et une limite supérieure de quantification ULOQ = 7500mg/L.

L’évaluation de 1’activité anti-microbienne des échantillons a été externalisée et réalisée par le
prestataire Bactéries et Aliments (B&A, Saint-Nolff, France). Les cibles bactériennes sont
Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Brochotrix thermosphacta et Carnobacterium
maltomaticum. Les cibles fongiques sont les suivantes : Eurotium rubrum, Penicillium
chrysogenum (moisissures), Zygosaccharomyces baillii, Candida zeylanoides (levures). Ces
cibles proviennent de la collection de B&A. Elles ont été conservées a -80°C pour bactéries et

4°C pour les levures et moisissures (Paul et al., 2015) dans des cryotubes glycérolés a 15%.
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La méthode de dilution en gélose est utilisée pour évaluer 1’activité antimicrobienne. Le produit
de fermentation est ajouté dans les boites de Petri a différentes concentrations dans le milieu
gélosé Mueller-Hinton : 10 ; 15 et 20% en condition stérile. Le milieu Mueller-Hinton a été
supplémenté en sucre pour les levures et moisissures et en MRS a 10% pour les bactéries (Klare
et al., 2005). Un volume de 4pL des suspensions, dont les concentrations sont connues, est
déposé a la surface de la gélose pour chaque cible. La lecture pour I’activité antimicrobienne
est réalisée a 24 et 48h pour les bactéries et a 72h pour les levures et moisissures. Un contrdle

positif permettant de vérifier la croissance des cibles sur la gélose Muller-Hinton a été réalisé.

Les analyses en composante principale (ACP) et de corrélation ont été réalisées a I’aide du

logiciel R et des packages R factoshiny et Factominer.

Résultats

1.1 Qualité microbiologique
Aucune colonie n’a été observée sur les géloses MRS et PCA inoculées avec le jus d’oignon
lactofermenté. La pasteurisation a donc détruit la population de L. plantarum issue de la
fermentation lactique comme attendu. En revanche, une concentration de L. plantarum
d’environ 5 x 10° UFC/mL a été mesurée sur gélose MRS dans la purée de tomate
lactofermentée. Sur gélose PCA en revanche, aucune colonie n’a été observée. Un traitement
thermique supplémentaire (75°C; 30 min) a donc é€té appliqué sur la purée de tomate

lactofermentée.
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Figure 4 : Composition en acides amines libres du jus d’oignon lactofermenté et de la purée
de tomate lactofermenteées et traitée thermiquement

Souches Taxon Autorisation_diffusion Beta_hemolyse D-fructose | D-glucose | D-saccharose Biotope :eé:ir:’i::
CIRM-BIA1536 Acidipropionibacterium jensenii libre de droit Negative + + + lait cru #N/A
CIRM-BIA1657 Acidipropionibacterium jensenii libre de droit Negative + + + fromage (Ras) #N/A
CIRM-BIA120 Propionibacterium freudenreichii libre de droit Negative + + + fromage (Gruyére) #N/A
CIRM-BIA123 Propionibacterium freudenreichii libre de droit Negative + + + fromage au lait cru (Morbier) #N/A
CIRM-BIA119 Propionibacterium freudenreichii libre de droit Negative + + - fromage (Gruyére) #N/A
CIRM-BIA7 Propionibacterium freudenreichii libre de droit Negative + + - lait cru #N/A
CIRM-BIA511 Propionibacterium freudenreichii libre de droit Negative + + - fromage (Gruyere) #N/A
CIRM-BIA1408 Propionibacterium freudenreichii libre de droit Negative + + - fromage (Tilsitt) #N/A
CIRM-BIA1414 Propionibacterium freudenreichii libre de droit Negative + + - fromage au lait cru (Morbier) #N/A
CIRM-BIA1476 Propionibacterium freudenreichii libre de droit Negative + + - fromage (Cheddar) #N/A
CIRM-BIA1991 Acidipropionibacterium acidipropionici libre de droit Negative + + + fromage (Ras) #N/A
CIRM-BIA1993 Acidipropionibacterium acidipropionici libre de droit Negative + + + foin #N/A
CIRM-BIA1994 Acidipropionibacterium acidipropionici libre de droit Negative + + + foin #N/A
CIRM-BIA1998 Acidipropionibacterium acidipropionici libre de droit Negative + + + déchets #N/A
CIRM-BIA2000 Acidipropionibacterium acidipropionici libre de droit Negative + + + foin #N/A
CIRM-BIA2007 Acidipropionibacterium acidipropionici libre de droit Negative + + + eaux usées #N/A
CIRM-BIA1653 Acidipropionibacterium acidipropionici libre de droit Negative + + + fromage de yak #N/A
CIRM-BIA1766 Acidipropionibacterium acidipropionici libre de droit Negative + + + eaux usées #N/A
CIRM-BIA1662 Acidipropionibacterium thoenii libre de droit Negative + + + fromage (Beaufort) #N/A
CIRM-BIA1429 Acidipropionibacterium thoenii libre de droit Negative + + + lait cru testé

Tableau 1 : Récapitulatif des caractéristiques des souches sélectionnées suivant les criteres
définis (Source : CIRM-BIA, UMR STLO, INRAE)




1.2 Composition en sucres et en acides
Les concentrations en glucose, fructose et saccharose dans le jus d’oignon lactofermenté sont
respectivement de : 5,3 g/L ; 12,5 g/L et 6,5 g/L. La purée de tomate lactofermentée contient
4,3 g/L de glucose et et 8 g/L de fructose. La concentration en lactate est de 8g/L dans le jus

d’oignon lactofermenté contre 15,2 g/L dans la purée de tomate lactofermentée.

1.3 Composition en acides aminés
Le jus d’oignon contient moins de 0,08 g/100g d’azote total dont 0,053g/100g d’arginine libre
et 0,007g/100g de lysine libre. La purée de tomate lactofermentée présente une teneur en azote
total de 0.15 (+0,07) g/100 g. Au total, 0,582/100g d’acides aminés libres sont présents dans la

purée de tomate. Pour plus de précisions, les résultats sont détaillés sur la figure 4.

Les souches a tester ont été choisies dans les proportions suivantes selon leur espéce : 8 souches
P. freudenreichii, 8 souches A. acidipropionici, 2 souches A. thoenii et 2 souches A. jensenii.
Les especes P. freudenreichii et A. acidipropionici ont été favorisées car elles ont le statut
GRAS et/ou QPS. Les souches choisies pour le criblage sont listées dans le tableau 1 regroupant

les critéres decrits précédemment.

3.1 Criblage sur la croissance des souches de bactéries propioniques dans le jus d’oignon
lactofermenté

Le jus d’oignon lactofermenté n’a pas permis la croissance des 20 souches sélectionnées
préalablement et ce, méme aprés 168h. Quelle que soit la souche considérée, 1’augmentation de
population était trés faible et non significative (erreur méthode =+ 0,5 logCFU/mL) ou en déclin
par rapport a la population initiale inoculée (Annexe 1). Malgré 1’absence de division cellulaire,
le pH a diminué de fagon variable selon les especes inoculées. Globalement, les souches d’A.

acidipropionici ont le plus acidifié le jus d’oignon avec un delta pH max de 1,31 (Annexe 1).
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La supplémentation en extrait de levure a 10g/L (Biokar) a permis une meilleure croissance et
acidification pour toutes les souches sur 96h. L’apport en acides aminés et en vitamines permet
donc la croissance des bactéries propioniques en jus d’oignon lactofermenté. Les souches
sélectionnées pour le criblage de I’activité antimicrobienne sont donc les souches présentant le
plus de croissance et d’acidification dans le jus d’oignon supplémenté en extrait de levure
(figure 5). Les souches de I’espece P. freudenreichii : CIRM-BIA123 et 511, de I’espéce A.
acidipropionici : CIRM-BIA1653, 1766, 1991, 1993, 1994, 1998, 2000 et 2007 et la souche de
I’espece A. jensenii : CIRM-BIA1657, (11 souches au total) ont donc été sélectionnées pour

tester 1’activité antimicrobienne.

3.2 Criblage sur [’activité antimicrobienne dans le jus d’oignon lactofermenté

Les souches sélectionnées a l'issue du premier criblage (croissance et acidification) ont été
mises en ceuvre dans une nouvelle fermentation de jus d'oignon lactofermenté et supplémenté
avec de I’extrait de levure.

3.2.1 Dosage des acides organiques

Le jus d’oignon lactofermenté et supplémenté en extrait de levure (non inocul€)
contenait par kilo : 11,3 g de lactate, 0,6 g d’acétate et 0 g de propionate (figure 6). La
concentration en lactate dans le jus d’oignon fermenté avec les bactéries propioniques variaient
de 0,009 a 7,62 g/kg (figure 6). Cela est inférieur au témoin qui avait une quantité de lactate de
11,3g/kg. Les profils de mélange d’acides étaient trés variés selon les souches utilisees. La
quantité maximale d’propionate atteinte était de 5,48g/Kg de jus d’oignon (fermentation avec
la souche CIRM-BIA511 ; espéce : P. freudenreichii). La quantité d’acétate produite était la
plus importante dans les jus d’oignon fermentés par les souches de P. freudenreichii avec 2,97

et 2,44g/kg pour les souches CIRM-BIA123 et CIRM-BIA511 respectivement.
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Souche Espece Ympn Yo Yma Yan ratio P/A

des
fermentation
123 P. freudenreichii 0,46 0,38 0,23 0,19 1,55
511 P. freudenreichii 0,48 0,40 0,26 0,22 1,47
1653  A. acidipropionici = 0,63 0,52 0,18 0,15 2,69
1657 A. jensenii 0,60 0,50 0,12 0,10 3,82
1766  A. acidipropionici = 0,59 0,49 0,15 0,12 3,16
1991  A. acidipropionici = 0,65 0,54 0,14 0,12 3,66
1993  A. acidipropionici = 0,66 0,55 0,17 0,15 3,00
1994 A acidipropionici = 0,67 0,56 0,16 0,13 3,38
1998 A. acidipropionici = 0,68 0,56 0,18 0,15 3,02
2000  A. acidipropionici = 0,71 0,59 0,17 0,14 3,27
2007  A. acidipropionici = 0,65 0,54 0,19 0,16 2,75

Tableau 2 : Récapitulatif des rendements et du ratio P/A (propionate/acétate) pour les
fermentations en jus d’oignon
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Les espéces de bactéries propioniques peuvent étre classées suivant leur rendement massique
Ympn de la maniére suivante : A. acidipropionici (Ympn = 0,65) > A. jensenii ( Ymp = 0,60) >
P. freudenreichii (Ympn 1= 0,47). Le classement pour le rendement Yma est le suivant: P.

freudenreichii > A.acidipropionici > A. jensenii (tableau 2). Le ratio P/A est supérieur a 2 pour

les fermentations avec toutes les souches sauf celle de 1’espece P. freudenreichii (tableau 2).

3.2.2 Dosage des sucres

Concernant les fermentations du jus d’oignon lactofermentés, les sucres dosés (glucose,
fructose, saccharose) n’ont pas une concentration significativement différente du témoin apres
96h (figure 7). Seule la souche CIRM-BIA2007 (A. acidipropionici) a utilisé le glucose
(différence significative observable). Les rendements calculés avec cette souche (Ympn et Yman)

ne sont alors pas exacts car ils n’intégrent pas 1’utilisation du glucose.

3.2.3 Analyse de I’activité antimicrobienne des jus d’oignon propiofermentés

Les témoins positifs réalisés lors des tests étaient conformes aux attentes. L’activité
antimicrobienne des jus d’oignon fermentés successivement a été évaluée sur les cibles
microbiennes décrites précédemment. Le témoin négatif, réalis¢é avec le jus d’oignon
lactofermenté, supplémenté en extrait de levure mais non propiofermenté, n’inhibait aucune des
cibles bactériennes a 24h et 48h (Annexe 3). Sur les onze échantillons de jus d’oignon
fermentés avec les souches propioniques sélectionnées, cing présentaient une activité
antibactérienne a 24h sur certaines cibles lorsqu’ils étaient intégrés a 20% dans la gélose
(Annexe 3). Aucun des échantillons n’inhibait toutes les cibles bactériennes. Les produits des
fermentations successives ont donc permis un retard de l'altération de 24h selon les cibles par

rapport aux témoins. Les replicats n’étaient pas toujours répetables dans certains cas.
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Les souches permettant d’obtenir un jus d’oignon avec une activité antibactérienne ayant le plus
large spectre d’activité sont les suivantes par ordre décroissant de spectre d’activité : CIRM-
BIA1998, CIRM-BIA1993, CIRM-BIA1994, CIRM-BIA511 et CIRM-BIA2007. Ce sont

toutes des A. acidipropionici sauf la souche CIRM-BIA511 qui est une P. freudenreichii.

Seules certaines fermentations ont également été testées pour ’activité antifongique par
le prestataire en raison d’un manque de temps de celui-ci. Ne sera présenté qu’une analyse
restreinte aux souches CIRM-BIA511 (P. freudenreichii.), CIRM-BIA1993, CIRM-BIA1994
et CIRM-BIA1998 (A. acidipropionici). La cible Eurotium rubrum s’est avérée la plus sensible
aux jus d’oignon fermentés successivement, avec une inhibition a 48h pour toutes les

concentrations mises en ceuvre (Annexe 3).

Les jus fermentés avec les souches CIRM-BIA1993, CIRM-BIA1994 et CIRM-BIA1998 ont
affecté egalement la croissance de Penicillium chrysogenum a 48h quand ils ont été introduits
a 20% dans la gélose. Aucun des produits de fermentation testés ne s’est avéré efficace sur les

cibles fongiques a 72h (Annexe 3).

Pour conclure, le jus d’oignon propiofermenté permet un retard du développement de

certains microorganismes d‘altération de 24h, dans nos conditions de test.

4.1 Criblage sur la croissance des souches dans la purée de tomate lactofermentée

Lors de la deuxiéeme fermentation, toutes les souches propionique ont permis la
diminution du pH d’environ une unité ou plus a 96h, sauf la souche CIRM-BIA1408 pour
laquelle le pH n’a pas varié (figure 8). Les souches de I’espece A. thoenii étaient celles ayant le

plus acidifié la purée a 96h suivies par les souches d’A. acidipropionici et A. jensenii.
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Concernant la population finale de bactéries propioniques apres 96h de fermentation,
des différences ont été observées suivant les souches et les especes. Les souches appartenant a
I’espéce P. freudenreichii, A. acidipropionici et A. thoenii ont atteint la plus forte population
finale avec entre 8,4 et 10 log CFU/mL aprés 96h de fermentation (figure 9). La souche CIRM-
BIA1657 (A. jensenii) n’a pas eu d’augmentation significative de population aprés 96h de
fermentation et la souche CIRM-BIA1536 n’a pas pu étre dénombrée. Malgré des différences
observées avec le jus d’oignon lactofermenté, les mémes souches propioniques que celles
utilisées pour le criblage sur I’activité antimicrobienne seront testées sur la purée de tomate. La
souche CIRM-BIA1429 (A. thoenii) a eté rajoutée au portoir en raison d’une meilleure

croissance sur la purée de tomate lactofermentée et pour diversifier les espéces criblées.

4.2 Criblage sur la production d’acides et [’activité antimicrobienne dans la purée de tomate

lactofermentée

4.2.1 Dosage des acide organiques

La purée de tomate lactofermentée avant la fermentation propionique contenait par kilo : 13,9
g de lactate et une quantité d’acides acétique et propionique inférieure a la limite de détection.
Le témoin présentait donc majoritairement du lactate comme attendu. Apres 96h de
fermentation avec les différentes souches, la quantité de lactate a bien diminué en comparaison
avec le témoin. Les concentrations en lactate de ces fermentations variaient de 0 a 10,1 g/kg, ce
qui est bien inférieur au 13,9 g de lactate/kg du témoin (figure 10). La quantité maximale de
propionate atteinte était de 8,51 g/kg de purée de tomate (fermentation avec la souche CIRM-
BIA511, esp P. freudenreichii). La quantité d’acétate produite était comprise entre 2,91 et 3,95
g/kg (figure 10). Les souches appartenant a 1’espéce P. freudenreichii sont celles ayant
consommeées le plus de lactate. A contrario, la souche CIRM-BIA1429 (A. thoenii) a utilisé le

moins le lactate.
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ratio P/A des

Souches Espéces Yy Yo Ymai Yai produits de
Mp/l .
fermentations
123 P. freudenreichii 0,58 0,70 0,23 0,35 1,98
511 P. freudenreichii 0,61 0,74 0,25 0,38 1,96
1429 A. thoenii 0,30 0,36 0,80 1,23 0,30
1653 A. acidipropionici | 0,37 0,45 0,50 0,77 0,58
1657 A. jensenii 0,27 0,33 0,46 0,70 0,47
1766 A. acidipropionici | 0,41 0,49 0,46 0,70 0,70
1991 A. acidipropionici | 0,39 0,47 0,57 0,86 0,54
1993 A. acidipropionici | 0,37 0,45 0,56 0,85 0,52
1994 A. acidipropionici | 0,41 0,49 0,49 0,75 0,66
1998 A. acidipropionici | 0,33 0,39 0,50 0,77 0,51
2000 A. acidipropionici | 0,49 0,59 0,49 0,75 0,8
2007 A. acidipropionici | 0,44 0,52 0,41 0,63 0,83

Tableau 4 : Récapitulatif des rendements et du ration P/A (propionate/acétate) pour les

fermentations en puréee de tomate




Les espéces de bactéries propioniques peuvent étre classées suivant leur rendement massique
Ymp/lde la maniére suivante : P. freudenreichii (Ympn== 0,60) > A. acidipropionici (Ympn==
0,40) > A. thoenii et A. jensenii (tableau 4). Le classement pour le rendement Yma, est le

suivant : A. thoenii > A. acidipropionici > A. jensenii > P. freudenreichii (tableau 4). Les ratio

P/A sont trés varieés suivant les espéces et les souches.

4.2.2 Dosage des sucres

Concernant les fermentations en purée de tomate, le dosage des sucres n’a pas été réalisé.

4.2.3 Analyse de I’activité antimicrobienne de la purée de tomate propiofermentée

L’analyse de I’activité antimicrobienne est en cours de réalisation par le prestataire B&A. Les

résultats n’apparaitront donc pas dans le rapport.

Les éléments pris en compte pour I’ACP sont les concentrations en acides organiques dosés, le
pH & 96h, la population microbienne finale (num), I’espéce, la souche et la matrice. Les résultats
concernant les acides aminés n’ont pas été utilisé car les dosages n’ont pas été réalisés en fin
de fermentation et ni initialement sur le jus d’oignon supplémenté en extrait de levure. Toutes
ces données ont été compilées pour étre visualisées dans une analyse en composante principale

(ACP).
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Figure 11 : Corrélation entre les concentrations en acides organiques, le pH et les populations
finales atteintes. Analyse en Composante Principale (ACP) : (A) présentation des variables et

des individus sur I’axe 1 et 2, (B) sur I’axe 1 et 3.



Sur la figure 11 (A), I’axe 1 explique 53,1 % et I’axe 2 explique 23,0 % de la variation.
Ainsi, pour 9 variables et 25 individus, le plan de ’ACP résume bien 1’information car le
pourcentage d’inertie est de 76,1%, ce qui est supérieur a celui correspondant a 1’indépendance
entre les variables (46 %). La projection des variables sur le plan est bonne (cos? proche de 1)
sauf pour la concentration en acétate (cos? = 0,52). L’axe 1 est expliqué par la concentration en
lactate et 1’axe 2 est le mieux expliqué par le pH. La concentration de propionate est
négativement corrélée a la concentration en lactate. Cela est cohérent puisque le lactate est
consommé par les bactéries pour produire du propionate. La population finale et la
concentration en propionate sont des variables proches et corrélées positivement a 1’axe 1.
Moins il y a de lactate et plus la population finale et la concentration en propionate sont élevées.
Le pH et la concentration en acétate sont opposés. La concentration en acétate affecterait le pH
mais la mauvaise qualité de projection de cette variable sur le plan ne permet pas d’affirmer
cette hypothese. Sur la représentation des individus, on remarque que les matrices fermentées
avec les deux souches CIRM-BIA123 et CIRM-BIA511 (P. freudenreichii) sont les

fermentations ayant la plus faible concentration de lactate.

Sur la figure 11 (B), on voit que I’axe 1 explique 53.5 % de la variation et I’axe 3
explique 16.45 % de la variation. La projection des variables sur le plan est bonne (cos? proche
de 1) sauf pour le pH (cos? = 0,25). L’axe 1 sépare les produits de fermentation selon leur
concentration en lactate et 1’axe 3 les séparent suivant leur concentration en acétate. L’ ACP
montre que la population finale et la concentration en acétate sont corrélées positivement. Si on
observe la représentation des individus, on remarque que les 2 souches CIRM-BIA1991 et
CIRM-BIA2000 sont celles ayant permis la plus forte concentration d’acétate dans la purée de
tomate. L’axe de la concentration en acétate sépare les fermentations en deux, suivant la

matrice, pour I’espece A. acidipropionici.
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Figure 12 : Corrélation entre les concentrations en acides organiques, le pH, les populations
finales atteintes et le score antibactérien du jus d’oignon. Analyse en Composante Principale
(ACP) : (A) présentation des variables et des individus sur I’axe 1 et 2, (B) sur I’axe 1 et 3.



Une ACP a également été réalisée avec les données sur le jus d’oignon. Les éléments pris en
compte pour I’ACP sont les concentrations en acides organiques dosés, le pH, la population

microbienne finale (num), ’espéce, la souche et ’activité antibactérienne.

Sur la figure 12 (A), I’axe 1 explique 57,4 % et I’axe 2 explique 29,5% de la variation.
Ainsi, le plan de I’ACP résume bien I’information. La projection des variables sur le plan est
bonne (cos2 proche de 1) sauf pour le score antibactérien. L’axe 1 est expliqué par la
concentration en lactate et 1’axe 2 est le mieux expliqué par le pH comme précédemment. La
concentration en propionate est opposée au pH. Les concentrations de propionate et d’acétate
sont opposées a la concentration en lactate. Cela est cohérent puisque le lactate est consommeé
par les bactéries propioniques pour produire du propionate et de 1’acétate. Sur la représentation
des individus, on remarque que les matrices fermentées avec les souches CIRM-BIA1993, 1994

et 1998 (A. acidipropionici) sont les fermentations ayant le meilleur score antibactérien.

Sur la figure 12 (B), on voit que ’axe 1 explique 57.44 % de la variation et I’axe 3
explique 11.35 % de la variation. Le score antibactérien expliquerait I’axe 3 mais il n’est pas

bien projeté sur le plan.

Discussion

L’objectif était de savoir s’il était possible de produire des antimicrobiens par deux
fermentations successives (une fermentation lactique puis propionique) de matrices végétales.
Un premier criblage a été réalisé sur la croissance et 1’activité métabolique (acidification) des

20 souches de bactéries propioniques testées dans le jus d’oignon et la purée de tomate.

Pour rappel, seul 1 souche sur 20 a pu croitre et diminuer le pH sur le jus d’oignon
lactofermenté. Une supplémentation en extrait de levure a permis de restaurer une croissance.
En purée de tomate, 18 souches sur 20 ont eu une bonne croissance. Cela pourrait venir de la
différence de composition en acides aminés des deux matrices.
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La purée de tomate contient plus d’aspartate libre, de glutamate libre et d’alanine libre que le
jus d’oignon (figure 4). Malgré les données sur les acides aminés des matrices végétales

lactofermentées, on ne peut pas savoir lesquels sont indispensables.

L’acidification et la croissance varient selon les espéces pour les deux matrices
lactofermentées. Les souches acidifiant le plus vite les matrices lactofermentées (purée de
tomate et jus d’oignon supplémenté) appartiennent a l'espéce A. acidipropionici et celles
atteignant les plus fortes populations appartiennent a I’espéce P. freudenreichii. Sur la purée de
tomate lactofermentée, ce sont les souches d’A. acidipropionici qui ont acidifié plus rapidement
(deltapH max a 48h). La plus forte acidification pour A. acidipropionici pourrait s’expliquer
par sa consommation de lactate qui est plus faible que pour P. freudenreichii pour la production
de propionate et d’acétate. En effet, la substitution d’un acide (le lactate) par un autre acide (le
propionate) lors de la fermentation propionique engendre une faible acidification. Les résultats
sur les rendements massiques montrent qu’A4. acidipropionici a un meilleur Ympn en jus
d’oignon qu’en purée de tomate. On peut alors s’interroger sur 1’utilisation par cette espece

d’un autre substrat que le lactate en purée de tomate.

Les souches ayant les meilleurs résultats d’acidification en jus d’oignon supplémenté sont :
CIRM-BIA1653, 1994, 1991, 2000 (A. acidipropionici) tandis qu’en purée de tomate ce sont :
CIRM-BIA1662, 1429 (A. jensenii), 2000 (A. acidipropionici) a 96h de fermentation. Les
souches ayant la meilleure croissance pour le jus d’oignon supplémenté en extrait de levure
sont : CIRM-BIA 119, 120, 123 (P. freudenreichi) tandis qu’en purée de tomate ce sont :
CIRM-BIA 7, 123, 511 (P. freudenreichi). La population de bactéries propioniques et
’acidification du jus d’oignon ne sont donc pas corrélées. Cela peut s’expliquer par le
remplacement du lactate par le propionate et 1’acétate, des acides organiques au pKa plus faible

que le lactate. On peut alors se demander quel indicateur est le plus pertinent.
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Les rendements massiques et les proportions en acides (P/A) ont également été étudié pour
avoir une idée de I’activité métaboliques des souches testées. Les résultats sur les deux matrices

végétales ont été regroupés par espéce.

P. freudenreichii

Les Ympn €t Yman des souches de P. freudenreichii utilisées pour fermenter le jus
d’oignon (0,47 et 0,25) sont proches de ceux rapportés par Taniguchi et Tanaka : Ymp=0,6 et
Ymacn = 0,3 avec un milieu de culture contenant du lactate comme source de carbone (Taniguchi
et Tanaka, 2004). Des résultats similaires sont obtenus en purée de tomate avec Ympi= 0,6 et
Yman = 0,24 (tableau 9). Les ratio P/A inférieurs a ceux rapportés dans la littérature (1,7 a 2,2
d’aprés Piveteau et de Vries et al.) pour les fermentations en jus d’oignon de cette espece
peuvent s’expliquer par les conditions microaérophiles. En effet, une étude a montré un ratio
P/A de 1,56 lors de I’utilisation de YEL (source principale de carbone : lactate) en condition
microaérophile (Dank et al., 2021). Ce phénomene n’a néanmoins pas été observé lors des

fermentations en purée de tomate.

A. jensenii et A. thoenii

Les rendements et les ratios P/A des espéces A. jensenii et A. thoenii ne seront pas
compargs a ceux de la littérature en raison du faible nombre d’études réalisées sur cette espece
dans un objectif de production de propionate.

A. acidipropionici

Les Ympn moyen en jus d’oignon et en purée de tomate d’A. acidipropionici sont
respectivement : 0,65 et 0,4. Le rendement Yma des souches d’A. acidipropionici en jus
d’oignon varie de 0,14 a 0,19. Ces rendements sont cohérents a ceux de cette espece dans la
littérature (Lewis et Yang, 1992 ; Coral et al., 2008). Ce n’est pas le cas pour le rendement de
cette espéce en purée de tomate, qui est bien supérieur a celui rapporté dans la littérature : Yma

= 0,5 dans notre étude, contre Yma= 0,16 (Coral et al de 2008).
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La matrice utilisee exercerait donc une influence sur la production en acétate pour
I’espéce A. acidipropionici. Cet ‘effet jus’ est observable sur la production d’acétate (figure 11
B). Une autre voie métabolique que le cycle de Wood et Werkman serait utilisée suivant les
matrices. Cela se confirme en comparant les ratio P/A des purées de tomates fermentées par
cette espece au ratio P/A de la littérature. En effet, le ratio P/A varie de 0,5 a 0,83 dans cette
étude contre 2,1 a 3,1 quand les souches d’A. acidipropionici utilisent le lactate comme source
de carbone (Lewis et Yang, 1992 ; Colomban et al., 1993). Chez A. acidipropionici, des
variations du ratio P/A ont déja été rapportés en fonction de la source d’azote utilisée (Lewis et
Yang, 1992). Cela pourrait notamment s’expliquer par l'utilisation de l'aspartate pendant la
fermentation du lactate. En effet, ce co-métabolisme provoque une diminution de la quantité de
propionate produite ainsi que du ratio P/A (Thierry et al., 2011). Une analyse du génome annoté
des souches permettrait de valider la présence des génes codant pour I’internalisation de
I’aspartate et la présence du géne de 1’aspartase (aussi appelée aspartate ammonia-lyase), qui
catalyse la désamination de I’aspartate (Turgay et al., 2022).

Aprés s’étre assuré d’avoir une population bactérienne finale suffisante (proche de 108-10°
cfu/ml) et d’un métabolisme actif, les matrices ont été fermenté avec les souches les plus
performantes pour le test de I’activité antimicrobienne in vitro. Seule 1’activité antimicrobienne
des jus d’oignon successivement fermentés a pu étre évaluée. Les jus d’oignon fermentés avec
les souches CIRM-BIA1993, CIRM-BIA1994 et CIRM-BIA1998 (A. acidipropionici) sont
ceux ayant présenté le plus large spectre d’activité antimicrobienne en étant introduit a 20%
(m/m). Sur la représentation des individus de I’ACP concernant I’activité antibactérienne, on
remarque que les jus fermentés avec ces mémes trois souches ont le meilleur score antibactérien
et le pH le plus faible. Le pH serait donc en partie responsable de 1’activité antibactérienne.
Pour différencier I’effet du pH et des acides, réévaluer I’activité antimicrobienne en neutralisant

le pH serait nécessaire.
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Ces méme trois jus d’oignon fermentés avaient un ratio P/A proche de 3. Cependant, la
fermentation avec la souche CIRM-BIA2007 (A. acidipropionici) présente une faible activité
antibactérienne et ce malgré un ratio P/A proche de 3. La composition en acides ne serait donc
pas la seule explication a I’activité antibactérienne des fermentations avec les souches CIRM-
BIA1993, CIRM-BIA1994 et CIRM-BIA1998. Plus globalement, I’ACP ne suggére pas de
corrélation entre les concentrations en acides doses et I’effet antibactérien. L’activité
antibactérienne des jus d’oignon fermentés ne serait peut-étre pas dd a un des acides dosés mais
pourrait étre lié a un autre composé. Les bactériocines ou d’autres acides pourraient étre en
cause. Une synergie des composes antimicrobiens produits par la fermentation et des molécules

antimicrobiennes déja présentes dans 1’oignon n’est pas a exclure.

Ces reésultats sont encourageants pour 1’un des premiers travaux sur les doubles
fermentations (lactique, propionique) de matrices végétales. Il est possible de produire des
antimicrobiens a partir de matrices fermentées successivement. Néanmoins, le métabolisme
des souches est dépendant de 1’espéce et de la matrice mise en ceuvre. Beaucoup de pistes de
réflexion et d’expériences complémentaires sont a envisager mais les données sont parcellaires.
Elles ne permettent pas de conclure sur I’influence de I’espéce des bactéries propioniques dans
la production d’antimicrobien ou de comprendre les raisons d’une meilleure croissance ou de
meilleurs rendements. Pour cela réaliser plus de répétitions sont nécessaires pour faire des

ANOVA et confirmer I’effet de 1’espéce sur le métabolisme des souches.

Doser plus de molécules candidates pouvant contribuer a 1’activité antimicrobienne permettrait
une étude plus fine des composés impliqués dans I’activité antimicrobienne. Pour valider ou
invalider I’effet de I’acide sur 1’inhibition, on pourrait ajouter les acides principaux (lactate,
acétate, propionate) dans les matrices végétales un a un et faire des mélanges d’acides.
Neutraliser les acides des produits des fermentations successives est aussi a envisager. Une

réévaluation de I’activité antimicrobienne pourrait alors étre réalisée.

24






Une chute d’activité antimicrobienne indiquerait que le composé non introduit serait un élément
clé, alors qu’une absence de variation de I’activité indiquerait que ce composé ne contribuerait
pas a l’activité. En réalisant des fermentations dans des fermenteurs, avec des conditions de
régulation contrélées (pH, oxygene...), on pourrait augmenter leur répétabilité. D'apres les
résultats récents obtenus au laboratoire STLO sur lait, les bactéries propioniques produisent des
quantités contrastées d’acide en fonction des souches et du niveau d'aérobiose (H. Falentin,
communication personnelle). Une publication récente (Dank et al., 2022) suggére, une re-
consommation des acides produits aprés épuisement du milieu en lactate. Pour maximiser la
production de propionate, le lactate ne doit donc pas étre limitant. Pour mieux connaitre le
métabolisme du lactate par les especes de bactéries propioniques ou il n’est ni elucidé ni détaillé
(cas de thoenii et jensenii), on pourrait utiliser du lactate avec un carbone marqué et analyser
les produits de fermentation en résonnance magnétique nucléaire pour identifier les métabolites
marques. L’étude du génome associé aux molécules antimicrobiennes produites par une souche
de bactérie propionique serait également un moyen d’associer les métabolismes clés avec la
production d’antimicrobien. Pour connaitre s’il existe un effet cumulatif des étapes
(fermentation lactiques et propioniques) mises en ceuvre, faire des dosages associés a des tests
d’activité antimicrobienne sur les matrices puis les produits de la fermentation lactique et enfin
sur les produits de la fermentation propionique est essentiel. Faire un dosage des acides aminés
en fin de fermentation permettrait de suivre I’utilisation des acides aminés et d’évaluer I’effet
de I’aspartate sur le métabolisme des bactéries propioniques en corrélant son utilisation avec la
composition en acides des produits de fermentations finaux.

En conclusion ce travail préliminaire montre que la double fermentation lactique -
propionique appliquée a des jus végétaux permet d'obtenir des fermentats présentant des
activités antimicrobiennes intéressantes. Il reste maintenant a identifier plus finement les
composés impliqués dans I'activité anti microbienne et a valider I'activité antimicrobienne dans

des produits alimentaire.
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Annexe 3

. . Growt

N° Letter Gr,OWth E. coli S. aureus EliE S Camobacter_lum h |C. zeylanoides Z. bailii E. rubrum P. chrysogenum

time thermosphacta maltaromaticum time
Concentration 10]15(20|10|15|20| 10| 15 20 10 | 15 20 10 15 20 10 15 20 10 15 20 10 15 20

T+ 24 48
T+ 48 72
123|A 24 48
123|A 48 72
123|B 24 48
123|B 48 72
511[A 24 48
511|A 48 72
511(B 24 48
511(B 48 72
1653|A 24 48
1653|A 48 72
1653(B 24 48
1653(B 48 72
1657|A 24 48
1657|A 48 72
1657(B 24 48
1657(B 48 72
1766-L |A 24 48
1766-L  |A 48 72
1766-L |B 24 48
1766-L |B 48 72
1991-L |A 24 48
1991-L |A 48 72
1991-L |B 24 48
1991-L [B 48 72
1993-L |A 24 48
1993-L |A 48 72
1993-L |B 24 48
1993-L |B 48 72
1994-L |A 24 48
1994-L |A 48 72
1994-L |B 24 48
1994-L |B 48 72
1998-L |A 24 48
1998-L |A 48 72
1998-L |B 24 48
1998-L |B 48 72
2000-L |A 24 48
2000-L |A 48 72
2000-L |B 24 48
2000-L |B 48 72
2007-L  |A 24 48
2007-L |A 48 72
2007-L |B 24 48
2007-L |B 48 72
T-0 A 24 48
T-0 A 48 72
T-0 B 24 48
T-0O B 48 72
T-L A 24 48
T-L A 43 72
T-L B 24 48
T-L B 48 72

Résultats de 1’activité antimicrobienne des fermentations de jus d’oignon avec les souches de
bactéries propioniques sélectionnées (en vert : inhibition des cibles, en rouge : croissance des
cibles et en noir : non déterminé)
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Résumé

La demande des consommateurs pour les produits « clean label » est croissante. L’utilisation
d’ingrédients fermentés comme alternative aux conservateurs classiques est une solution a
envisager. Le but de I’étude est de produire des composés antimicrobiens par fermentation de
matrices végétales lactofermentées avec des souches de bactéries propioniques d’intérét
alimentaire . Un criblage portant sur la croissance de 20 souches de bactéries propioniques a
donc été réalisé dans deux matrices végétales lactofermentées : du jus d’oignon supplémenté
enextrait de levure et de la purée de tomate. Les souches les plus performantes en terme de
croissance (acidification et augmentation de la population bactérienne) ont ensuite été
sélectionnées pour fermenter les matrices végétales dont 1’activité antimicrobienne in vitro a été
évaluées. 4 échantillons de jus d’oignon ainsi testés présentent une activité antibactérienne et
antifongique dont 3 qui présentent un large spectre d'activité (jus d’oignon fermenté avec A.
acidipropionici CIRM-BIA1993, 1994 et 1998). Cette activité, plutét faible, a été partiellement
attribuée aux concentrations en acides organiques. En conclusion, ces résultats sont prometteurs
et attestent de I’intérét de fermentations successives avec des bactéries lactiques et propioniques

sur des matrices vegétales pour la biopréservation.
Mot-clé : Propionibacterium, fermentation, alimentaire, biopréservation.

Summary

Consumers demand for "clean label” products is growing. The use of fermented ingredients as
an alternative to classic preservatives should be explored. The purpose of the study is to produce
antimicrobial compounds with food-grade strains of propionic bacteria that can grow on
lactofermented vegetable matrices. A screening based on growths of 20 strains of propionic
bacteria was carried out in two lactofermented vegetable matrices: onion juice supplemented
with yeast extract and tomato puree. The best performing strains in terms of growth
(acidification and increase of bacterial population) were then selected and the matrices
fermented by these strains were evaluated for their in vitro antimicrobial activity. Four samples
of fermented onion showed antibacterial and antifungal activity, three of which showed a broad
spectrum of activity (onion juice fermented with A. acidipropionici CIRM-BIA1993, 1994 and
1998). This rather low activity was partly attributed to organic acid concentrations. In
conclusion, these results are promising and attest the interest of successive fermentations with

lactic and propionic bacteria on vegetable matrices for biopreservation.

Key words: propionibacteria, fermentate, food, biopreservation.



