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Les aliments fermenteés
.entre Art et Sciences

Quelques généralités sur les aliments fermentés
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La fermentation

procédé ancien, sobre, durable, hautement flexible (produits, échelles)

natural,
spontaneous

backslopping,
pitching

starter culture

anaerobic |
aerobic

flavor and aroma

appearance
preservation

peplideé-
exopolysaccharides
phenolics -
neurctransmitters
vitamins|

Ensemble de réactions biochimiques
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textura -

Raw Materials

-

malt
chymaosin
koji
fungal
animal
microbial

: Enzymes
organisms

==

salt
nitrite, nitrate
sulfites

Environment Chemicals

phytates
allergens
FODMAPS

1

Froperties Reduction

lactate. acetate
ethanol
carbon dioxide

Bioactives Products

Marco et al., 2017

Fermented Foods

durée de vie,
sécurité sanitaire, / .o
propriétés organoleptiques



Des produits traditionnels ... que PPon redécouvre

Les aliments fermentés sont présents dans la diete de tous les pays du
monde depuis 10 000 ans

Nombreux ouvrages, nombreux blogs, des festivals ...

Aliments Industriels Aliments « naturels »
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Des évolutions techniques et des avancées
scientifiques

900 —
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« fermented foods »

9 913 articles (peu mais forte croissance)
En comparaison 756 723 pour « food » ||
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Evolution des outils de sequencage
Meta Genomique / Méta transcriptomique / Métabolomique
Meilleure connaissance de la diversité microbienne : Micobiote de l'aliment
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Les bénéfices de la fermentation

...des bénéfices sanitaires :
La diversité microbiennes en particulier dans les fromages permet de
combattre des agents pathogenes :

L. monocytogenes, S. aureus, Klebsiella pneumoniae, Salmonella
typhimurium, Bacillus subtilis et Pseudomonas aeruginosa

des activités antimicrobiennes et/ou des effets barrieres contre des micro-
organismes d’altération ou pathogenes :

Saint-Nectaire : Consortium inhibiteur de 27 souches (4 groupes bactéries et
levures) avec activité anti-listéria

Callon et al. (2011)

< Concentrations de lactate ou acétate
Production de bactériocines, Composés anti-microbiens

Compétitions entre micro-organismes pour les nutriments
(Montel et al., 2014)
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Les bénéfices de la fermentation

... des bénéfices nutritionnels
(Health benefits of fermented foods: microbiota and
Beyond, Marco et al., 2017)

Diabete de type 2, Maladie Cardiovasculaire ... pas de
preuve « solide » / nombre limité d’études cliniques

Dermatite atopique / Etude Coréenne sur cohorte (Park et Bae,
2016)

Mais aussi

production de vitamines B, K ...

Production de peptides bioactifs,

Réduction d’allergénes

Réduction de la teneur en a-galactosides, Acide Phytique, Tannins ...
Consommation de micro-organismes « vivants » / probiotique ?
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Les bénéfices de la fermentation

... des bénéfices sensoriels
Des produits ... haut en couleur et en gout
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La fermentation de legumineuses
-.entre tradition et innovation



Les fermentations

D'apres Feng et al., 2017

Matieres premieres variées :
légumes, lait, graines, fruits...

Fermentation spontanée

Fermentation « raisonnée »

Isolement, sélection,

—_—

Communautés
microbiennes naturelles

l

caractérisation des souches

—

Souches sélectionnées
avec fonctions cibles

Ferments

Aliments fermentés traditionnels

Aliments fermentés nouveaux

Produits laitiers Pain Natto
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Tofu/sufu .
Exemples : nouveaux produits
végétaux fermentés
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Les fermentations

D'apres Feng et al., 2017

Matieres premieres variées :
légumes, lait, graines, fruits...

Fermentation spontanée Fermentation « raisonnée »

Isolement, sélection,
caractérisation des souches

—_— —

Communautés
microbiennes naturelles

' >

Souches sélectionnées
avec fonctions cibles

Ferments

Aliments fermentés traditionnels

Aliments fermentés nouveaux

Produits laitiers Pain Tofu/sufu  Natto

Exemples : nouveaux produits
végétaux fermentés
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Les fermentations des legumineuses

Aliments fermentés traditionnels
= 5000 produits fermentés consommeés a travers le monde (Tamang et al.,2010)
35 produits a base de légumineuses (soja et caroube) (Tamang et al.,2016)

Proteobacteria
Actinobacteria

Citrobacter freundii,
Enterobacter cloacae,
Pseudomonas fluorescens,
Micrococcus halobius,

identification des espéces présentes (exemples)

I

Bacillus licheniformis, Bacillus
subtilis, Lactobacillus
fermentum, Lactobacillus lactis,

Lactobacillus plantarum, . /
Lactobacillus reuteri, Pediococcus halophilus,

Lactobacillus sp, Leuconostoc Staphylococcus saprophyticus

) Geotricum candidum, Candida
Vnesentermdes, / \Qarapsilosis / \ J

Diversité et abondance microbienne importante qui s’expliquent par la complexité de la composition
de la matiére premiére et le type de procédé utilisé.

Rhizopus oryzae, Actinomucor
elenans, Aspergillus sojae,
Aspergillus niger,
Saccharomyces rouxii,
Zygosaccharomyces rouxii,
Debaryomyces hansenii,

(Tamang et al.,2016)
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Aliments fermentés traditionnels
(Soja)

1. Aliments fermentés avec Bacillus spp (B. subtilis, B. licheniformis)

Fermentation
(25°Ca 40°C/3jours a
quelques mois/ aérobie)

pH>=8
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B. subtilis ou B. licheniformis produisent :

 |'acide y-polyglutamique (PGA): possede un caractere pseudoplastique fort, lui
conférant des propriétés rhéologiques particulieres: caractere collant

Espéces a forte activité protéolytique.

(Tamang et al.,201é6a,b; 2015; Shrestha et al., 2013)
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Aliments fermentés traditionnels

(Soja)

2. Aliments fermentés avec des moisissures filamenteuses (Aspergillus, Mucor,
Rhizopus)

Fermentation
(25°C 3jours a quelques
mois/aérobie)

Miso Sufu Tempe
Alcalinisation du milieu : protéolyse générée par les moisissures (pH alcalin)

Acidification du milieu dans le tempe: générée par I'action du Rhizopus oryzae (production de
I'acide lactique et I'acide fumarique)

Diversité des propriétés sensorielles (arome, texture)

RFL (Tamang et al.,201é6a,b; 2015; Shrestha et al., 2013; Yin et al.,1997)
L
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Fermentation des légumineuses

a-galactosides (Stachyose) et fermentation

1.4
i === Soybean
Z 12 -0
E \ ' Cowpea
fg“ 1.0 - s e Groundbean
=
£ o3
:
‘g o \_
S
§ 0.4
h - -
'g Rhizopus oligosporus K
0.2
o
(tempe)
0.0 4 : : : |
0 12 24 36 48
Fermentation time (h)

Fig. 2. Changes in stachyose content during fermentation of soybean,
cowpea and groundbean with R oligosporus.

Egounlety and Aworh (2003)
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Les fermentations \
D’'apres Feng et al., 2017

Matieres premieres variées :
légumes, lait, graines, fruits...

Fermentation spontanée Fermentation « raisonnée »

Isolement, sélection,
caractérisation des souches

—_— —

Souches sélectionnées
avec fonctions cibles

Communautés
microbiennes naturelles

& Peu adaptés au goiit des
consommateurs occidentaux

Aliments fermentés traditionnels Aliments fermentés nouveaux
e .

Ferments

Thua Nao Miso Tofu/sufu Natto

Exemples : nouveaux produits

RF L végétaux fermentés -
®
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Les fermentations \
D’'apres Feng et al., 2017

Matieres premieres variées :
légumes, lait, graines, fruits...

Fermentation spontanée Fermentation « raisonnée »

Isolement, sélection,
caractérisation des souches

—_— —

Souches sélectionnées
avec fonctions cibles

Communautés
microbiennes naturelles

! B Ferments "
& Peu adaptés au golit des
m SRS u Aliments fermentés nouveaux
i R ¥ | - 2
; y i, : o : g . [ANDROS)

GOURMAND.
Vegptal

Thua Nao Miso Tofu/sufu Natto

Exemples : nouveaux produits

RFL végétaux fermentés ~*e
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Fermentation des légumineuses
Aliments fermentés nouveaux

Soja (3.8%) Pois (0.4%) Soja (4.6%) Soja (2.5%)

kite h|||~

...matiére premieres : pas uniquement des légumineuses / amandes, noix de cajou, soja, pois
1 &
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Fermentation des legumineuses

Aliments fermentés nouveaux
farines, fractions (MPV)

5
&

Farine de féverole +
pois chiche

LAY
LAY

Farine de lupin

Mélanges de poudre de lait/protéines

Extraits protéiques de pois de pois

* digestibilité (in
vitro) (dégradation
des facteurs
antitrypsiques)

* propriétés
fonctionnelles

» Dégradation
partielle des
facteurs
antinutritionnels
(acide phytique)
* Germination /

Diminution des notes "vertes" indésirables

Streptococcus thermophilus,
Lactobacillus delbrueckii subsp.
bulgaricus, Lactobacillus helveticus,
Lactobacillus rhamnosus, Lactobacillus

Lactobacillus plantarum
Pediococcus pentosaceus

Py fermentation (notes 279C /48h)-Anaérobi
(C’a pacite ' ve rtes) (37°C/48h)-Anaérobie delbrueckii subsp. bulgaricus,
d’a bSOl’ptlon Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus
d’huile et d’eau) I casel subsp. casel
. plantarum 2790 /24h)-Anadrobi
L. bulgaricus et S, (37°C/46h, T
thermophilus ) Anaérobie)
(30°C/20h)-Anaérobie (Fritsch et al.,2015)
. L. bulgaricus et S.
(Chandra-Hloe etal., 2016 t]]ermopbi]us (Schindler et Cl’,2012) (Yousseef et al.,201 6)
(30°C/20h)-Anaérobie
F L Kaczmarska et al., 2018 .
a. —~
..
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La fermentation comme levier pour
éliminer les défauts organoleptiques des
legumineuses (farines / ingrédients)

Composés volatils 7

Composés non-volatils —

« beany off flavor », amertume, astringence ....

« Aromatics characteristics of beans and bean products : uncludes —
musty/earthy, musty/dusty, sour aromatics, starchy, powdery feel, green

aldehydes
ketones
alcohols
pyrazines
others

saponines

isoflavones

flavonoids

phenolic acids

alkaloids

oxidized phosphatidylch
Peptides

amino acids

Bott et Chambers 2006
s @ .

FI pea, nutty, brown »
R
Pr2 A
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Un exemple : « pois » fermenteés

(Qualiment.

T C—

Projet VEGALIM :
Bénéfices sensoriels d'aliments fermentés
enrichis en protéines végétales




La fermentation comme levier pour
éliminer les défauts organoleptiques des
legumineuses (farines / ingrédients)

Projet VEGALIM

Démontrer un concept de formulation d’aliments fermentés enrichis

en protéines de pois, présentant des qualités sensorielles
améliorées sur la base de la connaissance des écosystemes

microbiens laitiers

Marché mondial des protéines de pois : 21 13.5% /an en volume (Global Market Insights)
Produits alimentaires contenants des protéines de pois : + 80% entre 2013 et 2015 (Mintel’s Data)

Mais

Des défauts sensoriels qui limitent leur utilisation ; « beany off-flavour » (note verte / pois)

RFL
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Gélification

Comment structurer la
matrice ?

* Solubilité
* Rhéologie

* Microstructure

Stratégie Expérimentale

f N
[ Gel « Type fromage »]

Fermentation des gels

Comment se développent les
Consortia microbiens?
Quelles propriétés sensorielles ?

* Potentiel d'adaptation / croissance
* Description sensorielle (Arome)

* Identification des marqueurs (GCMS)
/ LC-MS / GCO-MS

Formulation microbienne

:f"‘ 4

Quels consortia
microbiens ?
Flores « lactiques » / Flores d’affinage

» Potentiel d’adaptation et effet barriere

* Description sensorielle (Ardome)

o
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Formulation de consortia microbiens

a partir de 55 souches d’origine animale et végétale

Catabolisme des sucres
Production d’acides
organigues

16 Firmicutes

Cataholisme des protéines
et acides aminés (AA)
Catabolisme des lipides

20 bactéries acido sensibles =
Actinobacteria + Proteobacteria

a '9

Catabolisme des acides
organiques

Catabolisme des protéines
et AA

Catabolisme des lipides

19 Champignons

acido-tolérants -

Culture Pure Consortia de 3
souches

Consortia Consortia
de 6 souches de 9 souches

Fermentation durant 3 jours a 282C: 320 suspensions de protéines de pois et
lait
= Description sensorielle (notes aromatiques)
= Mesure de croissance et pH
= Effet barriére contre la flore endogéne (métabarcoding)

‘Sélection de 10 consortia microbiens avec des
caractéristiques sensorielles et écologiques

R °
RENCONTRES ﬂ
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controle de la flore endogene de la matiere
premiere

Diversité microbienne : métabarcoding

Procaryotes Eucaryotes
[E"™ url-hd
[ N tim 8,36 [H 31| 9,10 %-,I 1,56 Igm su 9,09 ']Ib 1,93 o b | 6,55 | 5,00 | 6,39 | 4,95 | 4,96 | 592 | 6,24 |
100%
[ 2
0% * Flore endogéene
0%
2%
%
0 v Vi w4 L VI e V1o
Wesiels Cibane B RaphyvioStut Miltul B Sphyiocti Cul froup rriddul B Prychrobacter Caier B Candida caisnulats B Gootkchum candidum
LeuCEnarios Lacts B Lactobacitul roup PLALErem BLactobaciing roup (hiey Memadivi Mty fTOup Bhve = Kup £ lipolytica B Kluyvero myces mandases
= Maiof mnmqm = Miicof ciicneBoides
Coryrabaternem group caie: W B actarnam cate W Brey BACTET R BN A [ [T s S e = Mmoot hiemalls
Bacdu growp swbida” W Bacrbus grovup @t udena B Guipmachacier group ariadenn B AL mwtobecter group ohnens

Plus le cocktail microbien est complexe, plus l'effet barriere semble efficace
Les souches appartenant aux groupes Actinobacteria et Proteobacteria sont peu compétitives vis-a-vis de la flore endogéne sauf Hafnia

alvei
La grande majorité des eucaryotes testés , en particulier les genres Mucor et Geotrichum sont capables de s'implanter

RFL
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Exemple d’une cartographie Sensorielle

Fréquences des
descripteurs sensoriels
(CATA)

Analyse Factorielle
de Correspondance

Graphique symétrique

V1 a V11 : Suspensions de
(axes F1 et F2:59,68%)

pois fermentées avec

communautés microbiennes

® Descripteurs sensoriels
de l'arbme

Gel de pois fermenté

| Fruité, fleur, herbe

ViG. Abricot

. Hert.JeFIeur.. I;;zlt

rmenté * Soufré

0,5
e V@8 Ammoniacal

F2 (14,53 %)

Vs

Neutr€aramel

-0,5

| Chocolat, grillé, caramel |

-2 -1,5 -1 -0,5 0
F1 (45,15 %)

v" Génération de notes diverses (fruits, torréfiées) différentes de celle du témoin (pois)
v Modulation des défauts d’arémes selon le choix des communautés microbiennes

Ben Harb et al., (IJFM a paraitre)

FL
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Fermentation a 3

et 7 jours
(149C)

Fermentation des gels a partir des
consortia microbiens sélectionneés

Consortium de référence

Consortium Consortium Consortium Consortium
Fromager VEGAN-A MEGAN-A MEGAN-V

Gelde _, gelLAIT
référence

Gel Végétal '

Dénombrement microbien (milieux spécifiques, métabarcoding)

Mesure de la fermeté des gels (Profil de texture, TaxT2

—

Identification des molécules volatiles par GCMS, Métabolome LC-
MS, composés odorants « clé » GC-olfactométrie

Profils sensoriels odeur (CATA) et arome et saveur (profil)

28
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Quelques résultats :
Identification des composés odorants « clé »

TR Compounds Experimentaldescriptors % 7 d ¢ il
detection ones odorantes « grillées »
Mixed control Zones odorantes «vertes »
r roasted/grilled (11/16), fruity (2/16), vegetal
6,8 2 propanone (3/16) 84 Zones odorantes «lactées »
8,28 e z/:/gle;)al (7/17), not identified(6/17), lactic 85 Zones odorantes «fruitées »
Gel non : = .
vegetal (8/17),not identified (5/17), lactic
; 8,49 butanal,3methyl 85
fermenté (3/17), Impact dela
9,96 2,3-butanedione lactic (20/20) 100 Fermentation
14,97 1 pentene 3methyl vegetal (11/14), roasted/grilled (3/14) 70
16,88 hexanal vegetal (19/20) 95
- Mixed-MEGAN-A
585 acetaldehyde lactic (10/16), other (3/16), not identified 80
(3/16),
8,1 ropanal,2methyl roasted/grilled (11/16), lactic (5/16 80 . ..
Gel f 3 i i . /e (11/16) : (5/16) : Disparition des notes vertes
el termente 828 | butanal,2methyl I(gjtz'g)(gﬁ 202);(;::;;?:(1/?2/";‘:)(5/ A 100 Apparition de notes lactées
MEGAN-A Inctic(6/19) romsted/rilled(5/ 1) frafty(2/19)
actic ,roasted/grille fruity b
8,49 TS not identified (4/19), vegetal (2/19) 9
9,96 2,3-butanedione lactic (20/20) 100
_ Mixed-MEGAN-V
roasted/grilled (12/16), vegetal (2/16),
8,1 propanal,2methyl lactic(2/16) 100
83 butanal 2methyl or roasted/grilled (11/14), vegetal (1/14), 93
Gel fermenté i ! butanal 3methyl lactic(1/14), fruity (1/14)
MEGAN-V 9,96 2,3-butanedione lactic (12/14), fruity (2/14), 93
] anE | 2D fruity (14/14) 93
’ acid(ethyl ester) ¥
L 16,2 dimethyldisulfide fruity (12/12) 80
o @
®

Toulouse, France — 17 & 18 octobre 2018
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Analyse Factorielle Multiple : liens entre le profil sensoriel, composition en
acides aminés et molécules volatiles des gels fermentés
Descripteurs sensoriels (profil) (é 3 jOUrS de fermentation)

Métabolome AA (LCMS)

Composés volatils (GC-MS) « sensory brofile
Variables (axes F1 et F2 : 64,77 %) yp

1

2-methy| furan e amino acids Observations (axes F1 et F2 : 64,77 %)
° 2,
hex-1-ene fresh cred 5
075 - butanaf .
2
‘ acetgldehyde Mix :
o || SWWESSEID pr 4%) hexa2# /J ociand: 15 . Mixed
e dignal MEG control
NQRNNSutane- propan-2-ol : °
0,25 groline + ’ butan-2-one
> 2-methylpropanal heptan-2-one *$° nnal y
®histidine t-1 e -3-ol :
- . butdnigit S
S ysine e by X
2 e ¢ 1- xonn 2-dne =]
N Og yCine . C%@@M@Opon | ! ! ~ 0
S ol ' ' Tolye N
‘&T . methyl acgfcse  Pentanal ~ Pea *
(U
fhreon% mefhylbufongl glutamic o%mon 2-one f-oentylfuran 05 |
-0.25 |dlanine o * heptane T ) contro
* tyrosine methyldisulfanyl ethexoq%osfed Jgrifled ]
hane ° .
me 2-me >fhylk.>ufon-1—ol . Pea
-0,5 . _
meth L?T pr)pon_]_&onor@ﬁgmme ethylfuran -1,5 T VEG
H _ [ ]
FORFoent-2 bea
enoic acid ° )
0,75 L
-2,5
25 2 -5 -1 05 0 05 1 .5 2 25
O — F1 (40,28 %)
-1 -0,75 -0,5 -0,25 0 0.25 0.5 0.75 1 38
F1 (40,28 %)

LEGUMINEUSES
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Analyse Factorielle Multiple : liens entre le profil sensoriel, composition en
acides aminés et molécules volatiles des gels fermentés

Descripteurs sensoriels (profil) > H H
Mretabolome A% OV (a 3 jours de fermentation)

Composés volatils (GC-MS)

1

Variables (axes F1 et F2 : 64,77 %) * sensory profile

2-methy] furan e amino acids Observations (axes F1 et F2: 64,77 %)
[ ]
hex.1-ene fresh credm 25
075 | 3-metbutanaf .
-me?ﬁﬂ%dtu’ﬁy& 2
diene acetgldehyds Mix
g Y .
e Gcetate 2E,4E -hexa-2,4 ] o . Mlxed

Amélioration de la qualité organoleptiques des gels enrichis en
protéines végétales par la fermentation
Modulation des défauts d’aromes et de saveurs selon le choix des

écosystemes microbiens

= — F1 (40,28 %)
-1 -0,75 -0,5 -0,25 0 0,25 0,5 0,75 1 38

F1 (40,28 %)
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Conclusion

« Nombreux bénéfices de 'usage des micro-organismes
pour bio-préserver, transformer, fonctionnaliser les
légumineuses

* Revisiter les procédés de fractionnement via lI'utilisation
de communautés microbiennes

« Vers de Nouveaux Produits « inspirées » de procedeés

traditionnels
— Assemblage de communautés microbiennes pour des fonctions cibles

— Besoin de mieux cibler les attentes consommateurs et de 'ensemble des
acteurs de la filiere

— Exploration plus large possible du périmétre d’'innovation en terme de texture et
godt (ardbmes et saveurs),

« Aliments fermentés & bénéfices santé : besoin de
recherche

EEE&SS;E%Ng' Toulouse, France — 17 & 18 octobre 2018 @ 32
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