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9h3’0-_1(.)h":- -~_
10h00- 10h30:
10h36-'";oh45':_
10h45 -11h05:

11h05 — 11h35:

11h35-12h30:

14h00-15h30 :
14h00-14h30 :
14h30-15h00 :
15h00-15h30 :

15h30-16h15 :
16h15-16h30 :

PROGRAMME DE LA JOURNEE

~ Accueil des participants (animateur et co-animateurs)

Présentation générale : Biopréservation et intérét des flores protectrices (H. Prevost, ONIRIS)
Présentation du RMT FlorePro (S. Christieans, ADIV)

Focus sur une enquéte menée aupres des consommateurs sur leur perception a I'égard de I'emploi
des flores protectrices comme agents de conservation (C. Feurer, IFIP)

Etat des lieux sur la réglementation de I'utilisation des flores protectrices (Mme C. EVREVIN,
DGCCRF)

Questions/Echange avec la salle

12h30-14h00 : Déjeuner
Présentation de résultats d’études scientifiques sur les flores protectrices
Exemples d’application dans la filiere lait (N. Oulahal, IUT Lyon1/BioDyMIA)
Exemples d’application dans la filiere produits carnés : (M. Zagorec, ONIRIS)
Exemples d’application dans la Filiere produits de la mer (F. Leroi, IFREMER)

Questions/Echange avec la salle

Synthése et conclusion de la journée.
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LES RESEAUX MIXTES TERCHNOLOGIQUES (RMT) - CAHIER DES CHARGES

- Dispositif de partenariat scientifique et technique - mis en place/soutenu par le ministere
- chargeé de I'Alimentation, sous la coordination de 'ACTIA pour le secteur agro-alimentaire.

. __.;'__":D'évelopper des relations de travail approfondies entre les acteurs de la recherche, de la
~ formation et du développement :

— D’organiser et mettre en réseau les RH, matérielles (organismes de recherche, de
développement ou de transfert) - des groupements de compétences visibles, reconnus et
mobilisables par les organisations professionnelles et les pouvoirs publics

— De développer des synergies entre les acteurs du RMT pour répondre de maniéere globale aux
besoins des organisations professionnelles et économiques et aux attentes de la société,

— De favoriser la coopération entre les organismes de recherche et les EETS.

— D’acquérir ou de partager des équipements, des laboratoires et des plates-formes
expérimentales.
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U;S FLORES PROTECTRICES POUR LA CONSERVATION DES ALIMENTS :
UTUILISATION, EFFICACITE ET INTERACTIONS DANS L'ECOSYSTEME MICROBIEN

 Productions attendues d'un RMT

= Lactlwtedu RMT doit se traduire par des productions propres d’intérét collectif :

 synthese des connaissances scientifiques et techniques,

* élaboration/actualisation/ animation d’outils et de méthodes a caractere collectif (bases
de données, outils de modélisation....) ;

* co-construction de projet de recherche et développement
 formulation de questions a la recherche et aux pouvoirs publics ;

Productions
scientifiques
et techniques

G

* rédaction de manuels (guides de bonnes pratiques, travaux prénormatifs, ...) ;

* élaboration et coordination d’outils d’appui technique (méthodes de diagnostic, outils
d’aide a la décision, ...) ;

e construction, réalisation et évaluation de programmes de formation ;

Valorisation /
transfert des
résultats

Gy
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SATION, EFFICACITE ET INTERACTIONS DANS L"ECOSYSTEME MICROBIEN

De la « concurrence vitale »
au concept de chaine bioprotegee

de production des aliments

Journée d’'information et d’echange sur l'utilisation
flores protectrices pour la conservation des aliments

SECAL M

nfris

27 juin 2013

Herve Prevost

SCIENCE & IMPACT




De la "concurrence vitale" au concept
de chaine alimentaire bioprotégée

Hervé PREVOST! 2

1 LUNAM Université, Oniris, Univ Nantes, UMR1014 SECALIM, Nantes 44307, France.
2 INRA, Nantes, 44307, France.
herve.prevost@oniris-nantes.fr

La bioprotection des aliments a pour objectifs historiques 'augmentation de la
sécurité et de la salubrité des denrées alimentaires en utilisant des cultures
microbiennes et/ou en utilisant les substances anti-microbiennes produites
par ces cultures.

Il est possible de distinguer deux domaines d’application du concept de
bioprotection des aliments. Le premier concerne les produits fermentés
traditionnels (fromages, beurre, fruits et végeétaux fermentés, viandes,
saucissons, cacao, thé, café, etc.) ou [l'activité des flores entraine une
modification considérable des caractéristiques organoleptiques de la matiere
premiere. L'utilisation par ’lhomme de micro-organismes dans des procédes
de fermentation pour ameliorer la conservation des aliments constitue la plus
ancienne technologie de bioprotection des aliments.



Le second domaine d’application de la bioprotection, qui est le plus récent,
concerne les produits non-fermentés refrigerés dont les caractéristiques
organoleptiques ne sont pas liees au développement de microorganismes.
Il s’agit de produits souvent « préts a consommer » pouvant étre
legerement préserves, transformés, a durabilité etendue incluant les
produits conserveés sous vide, ou sous atmosphere controlee.

La bioprotection résulte donc du principe dinhibition entre micro-
organismes (antibiose) et s’inscrit historiguement dans les recherches
menées sur l'inhibition entre micro-organismes dont le princeps a éte
énonceé pour la premiere fois par Ernest Duchesne en 1897 dans sa these
de médecine "Contribution a I'eétude de la concurrence vitale chez les
microorganismes, antagonisme entre les moisissures et microbes". Trente
années plus tard, en 1928, Alexander Flemming constate les propriétés du
Penicillium notatum comme antiseptique local.

Des la fin du 19¢™e sjecle le réle des bactéries lactiques avait été identifié
dans la fermentation des produits laitiers et des produits carnés. Les
meécanismes d’action principaux de l'inhibition par les bactéries lactiques
correspondent a la production d’acide faible (lactique, acétique) de
peroxyde d’hydrogene, de peptides antimicrobiens (PAM) agissant souvent
en synergie.



Les objectifs historiques de la bioprotection des denrées alimentaires se
sont donc centrés naturellement sur les bactéries lactigues comme cultures
protectrices pour des préoccupations principalement industrielles. |l
s’agissait d’augmenter la durée de vie microbiologique des produits ou de
limiter la croissance d’'un micro-organisme pathogene cible.

Le premier objectif a donc pour finalité une augmentation de la durée de vie
microbiologique permettant d’envisager une DLC plus longue et le second
peut étre considéré comme une assurance apportée aux produits
garantissant une limitation des effets d’'une contamination de la denrée par
un pathogene.

Récemment la justification de I'utilisation industrielle a évolué afin de mieux
réepondre aux attentes des consommateurs pour des produits contenant pas
ou peu de conservateur chimique et ayant une empreinte carbone réduite.



Aux cours des trente dernieres années, les recherches realisées sur les
interactions bactériennes dans les aliments ont été focalisées sur un petit
nombre de couples culture protectrice/proie principalement a Gram positif.

Le couple bactérie lactique/Listeria monocytogenes est sans doute le plus
documenté. L'utilisation potentielle de bactéries lactiques inhibitrices de L.
monocytogenes a éte a l'origine d’un nombre tres important de travaux sur
les peptides anti-microbiens (PAM) notamment les bactériocines de classe
lla permettant ainsi d’élucider leurs meécanismes d'action. Cependant,
compte tenu de l'évolution du contexte réglementaire notamment en
Europe, et l'autorisation de l'utilisation d'un tres faible nombre de PAM
comme la nisine de par le monde, il n’est plus envisageable de promouvoir
raisonnablement I'utilisation dans les aliments de PAM sous forme purifiees
ou semi-purifiees.

On assiste donc actuellement, a une disjonction entre les travaux realisés
sur les cultures protectrices et les recherches sur les PAM produits par des
micro-organismes alimentaires qui s’orientent vers des applications
purement meédicales visant au déeveloppement de nouveaux antibiotiques.



Simultanément les recherches sur les outils biologiques utilisables en
bioprotection se sont élargies aux interactions entre bactéries a Gram positif
et Gram négatif et vers des solutions alternatives a l'utilisation de bactéries
anti-bactéries. Il s’agit notamment de l'utilisation de substances naturelles
comme les huiles essentielles, de bactériophages et de bactéries a activite
antifongique. Ainsi donc plusieurs programmes de recherche visent
actuellement a comprendre les meécanismes d’action des bactéries a
activité antifongique et leur utilisation dans l'industrie alimentaire, nous
renvoyant ainsi a la problématique initiale des travaux d’Ernest Duchesne
sur la « concurrence vitale ».

Cette évolution quant aux objectifs a été accompagnéee d'une évolution
concernant les écosystemes cibles. Jusqu'a la fin des années 90, les
travaux portant sur la bioprotection des aliments étaient principalement
focalisés sur la denrée alimentaire, c’est dire sur la selection et I'utilisation
de cultures protectrices capables d’'inhiber spécifiguement un pathogene ou
une flore d’altération dans un écosysteme et une matrice alimentaire
spécifique. La derniere décennie a vu le concept de bioprotection s’élargir a
d’autres ecosystemes réservoirs de micro-organismes contaminants les
denrées alimentaires.



Il s’agit notamment

(i) de l'utilisation, dans I'alimentation animale, de souches probiotiques anti-
microbiennes et de flores complexes pour leurs proprietés de maitrise du
portage intestinal de microorganismes pathogenes.

(i) de [lutilisation de micro-organismes pour mieux maitriser
I'environnement de transformation industrielle de I'aliment en particulier les
biofilms. Le concept innovant de la chaine alimentaire bioprotegée
conjugue donc ces strategies intégrant la technologie des barrieres a
I'ensemble de la chaine de production de l'aliment allant de la maitrise du
microbiote animal ou végetal, de [I'écosysteme de [I'environnement
alimentaire et de I'écosysteme spécifique de l'aliment. L'impact des flores
de bioprotection sur le microbiote humain, leur innocuité et leurs effets sur
la santé est également un questionnement scientifique et réglementaire
d’actualité. Ainsi la probléematique des flores protectrices rejoint sur ces
aspects celles des flores probiotiques.



Le deéveloppement du concept de chaine alimentaire bioprotégée est
directement lié aux connaissances sur les écosystemes. Ainsi les
approches nouvelles de génomique environnementale appliguée aux
écosystemes préecités permettront une meilleure compréhension des
processus biologiques fonctionnels de ces ecosystemes.

La génomique environnementale réconciliant les approches systemiques de
I'écologie et mécanistiques de la génetique permettra d’ouvrir la voie a la
modélisation des interactions microbiennes entre culture protectrice et
micro-organisme (ou organisme) proie dans les écosystemes alimentaires
et a la modeélisation des effets perturbateurs d’'une flore protectrice sur le
fonctionnement de I'’écosysteme.
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CONTEXTE — Naissance du RMT Jl

- Pour Ieshp'rc')duits frais non fermentés: concept naissant dans 'UE mais déja pratique
dans certains pays (Amerique, Argentine, Nouvelle Zélande, ...)

Applications en Europe tardent a étre mises en ceuvre au niveau industriel (quelques
rares produits : crevettes) :

— Une réglementation floue sur le statut des cultures protectrices,
— Une méconnaissance de I'acceptabilité par les consommateurs

— un manque des connaissances de l'impact de l'ajout des flores sur I'écologie
microbienne et des mécanismes biologiques régissant l'effet des cultures
protectrices — Recul sur la réelle efficacité des flores

— La technicité requise pour I'ajout de cultures protectrices

Mise en place du RMT en 2009 : des travaux collectifs  sur la thématique
et de mutualiser collectivement les compétences
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RMT « FLOREPRO » -

Sous la coordination de 'ACTIA - Agrée en octobre 2009 par le Ministere de
I'’Alimentation/Agriculture — 5 ans

14 partenaires issus de 3 filieres: Produits carnés

, de la mer, et fromagers/laitiers

Instituts Techniques
Agrolndustriels (ITAI)
ADIV, ACTALIA, Aérial, IFIP et PF
Nouvelle Vague

Organismes de recherche
publique
France : INRA (4 unités de
recherche) : Aurillac (Unité de
Recherches fromagéres), Jouy en
Josas (Unité FLEC), Clermont-
Ferrand Theix (Unité
Microbiologie) Grignon (UMR
GMPA) — IFREMER

Europe : L'université de Liége

Etablissements d’enseignement
& recherche
ONIRIS — SECALIM,
AGROPARITECH UMR GMPA et
un établissement d’enseignement
agricole Louis Pasteur (Clermont-
Ferrand).
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LES FLORES PROTECTRICES POUR LA CONSERVATION DES ALIMENTS :
ILISATION, EFFICACITE ET INTERACTIONS DANS L'ECOSYSTEME MICROBIEN

ENJEUX DU RMT « FLOREPRO »

» Mutualiser et structurer les compétences acquises sur la thématique « flores
protectrices »

» Avoir une meilleure visibilité sur les thémes de recherche a deévelopper (en
cohérence avec les besoins de la recherche et les attentes des professionnels

» Positionner le réseau comme un lien objectif et indépendant entre la recherche
scientifique, les besoins industriels et les pouvoirs publics

® Apporter des éléments de réponse sur la malitrise du procéde d e
biopréservation pour améliorer la gestion de la qualité et d u risque sanitaire
des produits

@ Objectif principal : comprendre et maitriser la biopréserv ation




RESEAU MIXTE TECHNOLOGIOUE LOREPRO

ACTIONS

v
MISE EN RESEAU DES COMPETENCES

Etat des connaissances

Applications industrielles """~~~ !

Edition d’un ouvrage de synthése

Réglementation
IDENTIFICATION DES ENJEUX & VERROUS

interprofessionnels
Enquéte perception des consommateurs

Mise en place de projets R&D, nationaux (ANR), régionaux,

Mise en place d’'un groupe de travail en lien avec les pouvoirs publics

DIFFUSION & PARTAGE DES CONNAISSANCES

Colloques
B 1 1 G T S T e T [
Formations

Chercheurs
Industriels
Enseignants
Pouvoirs publics

vwlonde performances




RESEAU MIxIE T;E_:clnin UT@G'””E_ | I. 0 R E P R 0

E{S FLORES PROTECTRICES POUR LA CONSERVATION DES ALIMENTS :
\UTILISATION, EFFICACITE ET INTERACTIONS DANS L’ECOSYSTEME MICROBIEN

L ObJeCtIfS du RMT : Comprendre et maitriser la biopr  éservation J

NS Ob|ect1f 1 Mutuallser et structurer les compétences acquises sur la thématique
« flores protectrices » (3 filiéres) - Synthése des connaissances scientifiques sur
I_e-' "--flores protectrices au niveau international:

~_+ Comprendre les raisons de la difficulté & mettre en ceuvre les cultures
protectrices pour la biopréservation des aliments

* |dentifier les themes de recherches nécessaires a la mise en application des
cultures protectrices

 QOuvrage : Bilan des connaissances actuelles et des pistes

« Publication aux Editions « Quae » de I'INRA (mars 2013)
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MY LISATION, EFFICACITE ET INTERACTIONS DANS L'ECOSYSTEME MICROBIEN

e

Chapitres / auteurs

tion ___"ia biopréservation et les micro-organ ismes bioprotecteurs (M. Zagorec, M.-C. Champomier-Verges, S.
Cha tre 1 : Criteres de sélection des micro-organi  smes bioprotecteurs (C. Denis, M.-C. Champomier-Verges, M.
: Zéi_@-qrec, R. Talon, V. Michel)

.Chépitre 2 : Les mécanismes d’action  (S. Christieans, C. Delbes-Paus, C. Denis, M.-C. Montel, H. Prévost, M. Rivollier V.
Stahl).

Chapitre 3 : Les Applications de la biopréservation via des cultures microbiennes dans la filiére des produits laitiers et
fromagers : (E. Jamet, F. Irlinger, C. Delbées-Paus, M.-C. Montel, S. Fraud)

Chapitre 4 : Applications de la biopréservation via des cultures microbiennes dans la filiere des prod uits carnés (C.
Feurer, S. Christieans, M. Rivollier, S. Leroy, R. Talon, M. Champomier-Verges, M. Zagorec, M.-H. Desmonts)

Chapitre 5 : Applications de la biopréservation via des cultures microbiennes dans la filiere des prod uits de la mer ( B.
Le Fur, D. Wacogne, S. Lorre, M.F. Pilet, F. Leroi)

Chapitre 6 : Applications de la biopréservation aux produits alimentaires d’origine végétale (E. Hamon, C. Denis, M.H.
Desmonts, V. Stahl)

Chapitre 7 : Vers une réglementation appropriée des flores protectrices (H.E. Spinnler, M. Zagorec, S. Christieans)
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ILISATION, EFFICACITE ET INTERACTIONS DANS L’ECOSYSTEME MICROBIEN

Un réseau a I'écoute des acteurs de la filiere alim  entaire J

"i:"'_i-;i-f-.'.'..ﬁ!ﬁyl"‘.:f-'i

2.1- la mise en place de programmes de R&D : Projet ALIA
Ecobiopro, FAM Histabio, FAM Nitrired, Topic Europe,..

Obijectif 2 2.2- la réalisation d'une enquéte sur la perception des
consommateurs a l'égard des flores protectrices

|dentification 2.3- la realisation de tables rondes avec les industriels
des enjeux et (utilisateurs/fournisseurs)
Verrous : . , . :
2.4- la mise en place d'un groupe de travail en relation avec
les pouvoirs publics
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Obijectif 3

Communication et
diffusion de I'ensemble
des connaissances
acquises sur les flores
protectrices

Ouvrage
Organisation de journées d’'information/formation

Colloques : organisation conjointe avec la SFM du
colloque « section Microbiologie des Aliments » en
collaboration avec la SFM — 17 et 18 novembre — ONIRI
(Nantes)

Publications dans des revues techniques et/ou
scientifiqgues

S
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Les travaux en cours d'initiation par le réeseau (ho  rizon fin 2014) J

- Ouverture du RMT vers I'Europe : initiation d’'un consortium européen

- poursuite de lidentification des themes de recherches nécessitant la
mise en place de projets R&D,

- Poursuite des travaux sur I'aspect consommateurs (durabilite, faisabilite
technique ?

- réglementation/legislation - rédaction d’'un document de synthese sous
forme d'un CC - bilan des criteres pouvant faire I'objet d’une
demande d’'autorisation.

- Mise en place d’'un cours d’enseignement sur la biopréservation.



RESEAD MIXTE TECHNOLOGIOUE OREPRO

= Merci pour votre attention
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rnée d’information et d’échange sur l'utilisation des flores
protectrices pour la conservation des aliments
27 juin 2013

Focus sur une enquéte menée aupres des
consommateurs sur leur perception a I’égard de
I’emploi des flores protectrices comme agents de

conservation

Carole Feurer 2 =
IFIP Maisons-Alfort " Iflp

aaaaaaaaaaaaaa
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LES FLORES PROTECTRICES POUR LA CONSERVATION DES ALIMENTS :
UTILISATION, EFFICACITE ET INTERACTIONS DANS L'ECOSYSTEME MICROBIEN

OBJ ECTIFS

x Analyser et Comprendre la perception des consommateurs vis-a-vis des
_flores protectrices et leur acceptabilité

Quelle perception du terme « flores protectrices » et quels autres termes utilisables
l)

~ — Quelle perception des consommateurs vis-a-vis des innovations en IAA
— Les « flores protectrices » apparaissent-elles comme une méthode naturelle ?

— Pour quels produits alimentaires, les flores protectrices paraissent-elles les plus
acceptables ?

— L'argument « allongement de la durée de conservation » des produits est il
important pour les consommateurs ?

— Pour quels autres arguments fonctionnels, les flores protectrices paraissent-elles
les plus acceptables ?

— Quel est le consentement a payer pour les flores protectrices
dans les produits alimentaires ? T Iflp
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FLORES PROTECTRICES POUR LA CONSERVATION DES ALIMENTS :
LISATION, EFFICACITE ET INTERACTIONS DANS L’ECOSYSTEME MICROBIEN

sée par l'unité Métarisk de 'INRA (Méthodologie d’analyse
ue alimentaire (S. Blanchemanche et S. Marette) — soutien de

‘Deux méthodes

— Analyse qualitative et sémiologique par la réalisation de Focus groupes
o 3focus groupes
o 25 personnes
o Discussion ouverte
o Paris

— Approche expérimentale
o 11 séances de 1h
o 116 personnes
o Pa§ d’échanges entre individus | iﬁ p
o Paris
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.S FLORES PROTECTRICES POUR LA CONSERVATION DES ALIMENTS :
T ISATION, EFFICACITE ET INTERACTIONS DANS L’ECOSYSTEME MICROBIEN

if : déterminer I’attitude d’un groupe de consommateurs a I’égard
produit, concept..

ille de travail — 3 questions

— Faut-il innover dans les produits alimentaires ?

— Pour quels objectifs ?

— Quelles sont les innovations existantes pour améliorer la sécurité sanitaire ?

X Introduction de la définition de la biopréservation : « utilisation d’agents
naturels pour assurer la qualité sanitaire des aliments »

X Quels termes vous semble le mieux adapté pour la représenter ?
— Flores ou cultures protectrices ?
— additif
— Agent naturel de conservation
— bactéricide
— ferment lactique

D maisons-alfort

ifi

P
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\\'L&S FLORES PROTECTRICES POUR LA CONSERVATION DES ALIMENTS :
\WMTILISATION, EFFICACITE ET INTERACTIONS DANS L’ECOSYSTEME MICROBIEN

| _Eocus G ROUPES - RESULTATS

yur protéger I’environnement : emballages recyclables, réduction
~quantites emballages pour réduire le prix des produits

Pour améliorer la santé : moins de MG, sel, sucre

X Allongement de la durée de conservation des produits

— non vu comme argument positif !

— Mefiance

— associé a une augmentation de l'utilisation de produits chimiques

— Achat raisonné privilégie pour gérer la durée de vie

— pas de lien avec réduction du gaspillage : « cela décale le probleme »

X Procédés de conservation des aliments peu connus
— salaison et conservateurs uniguement
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LES FLORES PROTECTRICES POUR LA CONSERVATION DES ALIMENTS :
UTILISATION, EFFICACITE ET INTERACTIONS DANS L'ECOSYSTEME MICROBIEN

Focus GROUPES RESULTATS

x Securlte samtalre des aliments : Lerisque O
- __Sentlment de fatalisme, de « non contréle »

Le principe de la biopréservation fait émerger un probleme : celui de la
présence de bactéries dans les aliments

« Alabase, il ne devrait pas y avoir de bactéries nuisibles dans le steak ! »
— Les attentes sont un risque zéro et non une diminution du risque sanitaire

X La biopréeservation : I'atout du naturel
— Réaction positive du fait de ’'argument « naturel » : « si c’est naturel, ca me
convient », « c’est la solution idéale »

— Reéaction négative face a I'ajout d’une substance, méme si naturelle.
Sentiment plus fort pour les produits non transformeés (viande/poisson) P/R
yaourts

— Inquiétudes : origine des flores protectrices et modalités e
. o . . " |f|p

d’introduction, impact sur le goit et le prix ?
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\\'L&S FLORES PROTECTRICES POUR LA CONSERVATION DES ALIMENTS :
\MTILISATION, EFFICACITE ET INTERACTIONS DANS L’ECOSYSTEME MICROBIEN

7 RESULTATS

ésentatifs — association négative

bactéricide : associé aux produits chimiques (pesticides) + enlevement
d’une partie des qualités du produit

Additif : associé aux produits chimiques

— Ferment lactique : percu comme naturel mais fortement associé aux
produits laitiers

— Culture : associée aux laboratoires, pas aux aliments
— Agent : percu comme non identifiable




RESEAU MIXTE TECHNOLODGIQUE LOREPRO

\\'L&S FLORES PROTECTRICES POUR LA CONSERVATION DES ALIMENTS :
\MTILISATION, EFFICACITE ET INTERACTIONS DANS L’ECOSYSTEME MICROBIEN

. FOCUS GROUPES - RESULTATS

X Termes représentatifs — association positive

termes connus sont rassurants : « ce que j'aime et qui me rassure c’est
ce que je connais »
« Conservation : apprécié car représente bien I’action réalisée (P/R protection)

 Flore : terme connu, évoque les « flores intestinales » et donc « une barriere
contre les virus »

e Ferment naturel : ferment est connu, naturel rassure.

— Flores naturelles de conservation : tres apprecié
=>regroupe la totalité des arguments positifs

=" ifip

D maisons-alfort
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FLORES PROTECTRICES POUR LA CONSERVATION DES ALIMENTS :
LISATION, EFFICACITE ET INTERACTIONS DANS L’ECOSYSTEME MICROBIEN

= 10 personnes
lection suivant sexe, age, catégorie socio-professionnelle et revenus

Questionnaire « pratiques et habitudes alimentaires »

X Révélation d’information et mécanisme de détermination des
dispositions a payer (DAP) pour deux produits (Jambon cuit / steak
haché)

— la DAP repreésente le prix le plus élevé que le participant est prét a payer
pour le produit/innovation
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iitt'LES FLORES PROTECTRICES POUR LA CONSERVATION DES ALIMENTS :
\MTILISATION, EFFICACITE ET INTERACTIONS DANS L’ECOSYSTEME MICROBIEN

ERIMENTATIONS - RESULTATS

xPra,tl ues et habitudes d’achat
ynsultation des étiquettes : 51 % toujours ; 35 % souvent

— Sur les étiquettes, les individus lisent principalement
« Date limite de consommation : 82 % toujours, 15 % souvent
« Méthode de conservation : 41% toujours, 24 % souvent
 Lacomposition du produit : 46% toujours, 41% souvent

X Seécurité sanitaire des aliments
— appreciation globale positive
— 71 % trouve qu’elle est trés bonne ou bonne
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\\'L&S FLORES PROTECTRICES POUR LA CONSERVATION DES ALIMENTS :
.ZU:':]ILISATIUN, EFFICACITE ET INTERACTIONS DANS L’ECOSYSTEME MICROBIEN

'&"RIMENTAT NS RESULTATS

’v.atlon dans les produits alimentaires

ugmenter la durée de conservation n’est pas percue comme une
nnovation utile

=> confirme les résultats des focus groupes

— d’autres objectifs sont percus comme utiles
« Reéduire les additifs chimiques (trés utile : 78 %)
« Augmenter la sécurité sanitaire (tres utile : 73 %)
« Produire de maniére plus naturelle (trés utile : 72 %)
« Reéduire lateneur en sel (tres utile : 61 %)

Alsons alfort

P
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iitt'LES FLORES PROTECTRICES POUR LA CONSERVATION DES ALIMENTS :
\MTILISATION, EFFICACITE ET INTERACTIONS DANS L’ECOSYSTEME MICROBIEN

ERIMENTATIONS - RESULTATS

ception de I'utilisation des flores naturelles de conservation
avoir ete informés)

utilisation dans le steak haché considérée opportune a 71% et a 63 %
dans le jambon cuit

— Arguments avanceés . aspect naturel, réduction des additifs chimique et
du sel

— 70 % considere ce moyen de conservation comme naturel
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'S FLORES PROTECTRICES POUR LA CONSERVATION DES ALIMENTS :
ISATION, EFFICACITE ET INTERACTIONS DANS L’ECOSYSTEME MICROBIEN

- RESULTATS

iSition a payer pour des produits contenant des flores naturelles
vélation d’informations et évaluation des DAP (€) aprés chaque
nformation

 DAP : prix le plus élevé que le participant est prét a payer

« 2 produits : steak haché et jambon cuit

=" ifip

D maisons-alfort
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RESEAU MIXTE TECHNOLOGIOUE LOREPRO

\\'L&S FLORES PROTECTRICES POUR LA CONSERVATION DES ALIMENTS :
.ZU:':]ILISATIUN, EFFICACITE ET INTERACTIONS DANS L’ECOSYSTEME MICROBIEN

'&"RIMENTAT NS RESULTATS

INFO 2 : Produit mieux conservé grace a un nouveau proceéede
INFO 3 : Produit conservé grace a des flores naturelles de conservation

| Steaks Hachés
L P

« INFO4 Argument « augmentation ¢ INFO 4. Argument « réduction de

de la « sécurité sanitaire » I"utilisation des additifs
* INFO 5. Argument « réduction du chimiques »
gaspillage » pour les industries * INFO 5. Argument « réduction de

I"utilisation de sel »
AISO"SE p
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RESEAU MIXTE TECHNOLOGIQUE

iitt'LES FLORES PROTECTRICES POUR LA CONSERVATION DES ALIMENTS :
\MTILISATION, EFFICACITE ET INTERACTIONS DANS L’ECOSYSTEME MICROBIEN

ENTATIONS - RESULTATS

jation 1

to représente une barquette de
ks hachés frais pur beeuf vendue
ans le commerce.

~ Choix 1
Acheteriez-vous les 2 steaks au
prix indiqué ?
Oui Non
230€ A O
2,40 € 0 g
250€ O yd

<— DAP1

Information 2
Les steaks de la photo sont mieux
conservés grace a un nouveau procéde.

Choix 2

Acheéteriez-vous les 2 steaks au
prix indiqué ?

Oui Non
230€ A O
240€ A O
2,50 € O pad

<€— DAP2

X L’information 2 conduit a une augmentation de la DAP passant de

2,30€a240€

X |ly aune valorisation de 0,10 € pour la conservation n |ﬁP
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£S FLORES PROTECTRICES POUR LA CONSERVATION DES ALIMENTS :
LISATION, EFFICACITE ET INTERACTIONS DANS L’ECOSYSTEME MICROBIEN | &

Steaks Hachés
Pun B gy

2 Steaks Hachés

Moyenne des dispositions a payer en €
(108 participants avec 23 participants indifférents avec DAP=0)

A*** indique des différences
significatives a un niveau de 1
% selon le test de Wilcoxon.

2,25

A* indique des différences
significatives a un niveau de
10 % selon le test de

2,2

2,15

Wilcoxon.

21

2,05

2

1,95
|I’lf0rmatI0n Meilleure tFIO';I‘e g Sécurité Ga;li:::sge = & e

Ty conservation naturetle de sanitaire Vindustri [ | I p

revelee conservation industrie D maisons-alfort



RESEAU MIXTE TECHNOLODGIQUE OREPRO

FLORES PROTECTRICES POUR LA CONSERVATION DES ALIMENTS :
LISATION, EFFICACITE ET INTERACTIONS DANS L’ECOSYSTEME MICROBIEN

- RESULTATS

ations successives sur la meilleure conservation, la présence
flore naturelle et la sécurité sanitaire ont une influence
nificative sur 'augmentation des DAP

‘augmentation marginale des DAP la plus forte : présence de la
flore naturelle => Importance du caractere naturel

X L’information « réduction du gaspillage n’a pas d’impact significatif
sur la DAP

— Perception implicite d’'une augmentation des profits de I'industrie
devant se repercuter sur les prix.
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\ILES FLORES PROTECTRICES POUR LA CONSERVATION DES ALIMENTS :

2 Tranches de Jambon
Moyenne des dispositions a payer (114 observations)

1,6

1,55

A*** indique des différences
significatives a un niveau de 1
% selon le test de Wilcoxon.

1,5

1,45

1,4 +

1,3 +

1 T 2 3 T 4
. Flore
Information — > naturelle de Remplacement Remplacement

iti du sel o ge
conservation des additifs B = Iﬁ p

D maisons-alfort
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FLORES PROTECTRICES POUR LA CONSERVATION DES ALIMENTS :
LISATION, EFFICACITE ET INTERACTIONS DANS L’ECOSYSTEME MICROBIEN

augmentation marginale des DAP la plus forte : remplacement des
additifs => A nouveau, importance du caractere

n Iﬁp

maisons-alfort
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\ES FLORES PROTECTRICES POUR LA CONSERVATION DES ALIMENTS :
LISATION, EFFICACITE ET INTERACTIONS DANS L’ECOSYSTEME MICROBIEN

7
%

ncipe des flores protectrices a été accueilli positivement
ctere naturel du procedé a mettre en avant)

terme flores protectrices n’est pas le plus explicite/rassurant. A
‘remplacer avantageusement par « flores naturelles de conservation »

X L’argument « allongement de la durée de conservation » ne fait pas
écho aupres du consommateur

— argument santé « permet d’utiliser moins de sel » (jambon cuit)
— argument naturel « remplacer ou limiter les conservateurs chimiques »

X Consommateurs en attente d’explications sur les flores, leur utilisation
et leur impact sur le golt des produits
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RESEAUD MIXTE TECHNOLOGIQUE I

2S FLORES PROTECTRICES POUR LA CONSERVATION DES ALIMENTS :
ISATION, EFFICACITE ET INTERACTIONS DANS L’ECOSYSTEME MICROBIEN

INDIR

Pousser la réflexion sur I'appellation des flores (naturel ?)

X EXxplorer les techniques d’application des cultures protectrices
X Evaluation du codt financier (bilan énergétique)

X Acceptabilitée P/R a une autre technologie (hautes pressions)

X Autres pistes de réflexion?

. D maisons-alfort p
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I S FLORES PROTECTRICES POUR LA CONSERVATION DES ALIMENTS :

Merci pour votre attention

financée par I’ACTIA

Enquéte menée dans le cadre du RMT FLOREPRO

&
]

ifi

maisons-alfort

P



Direction Générale d
de la Consommatic

Réglementation des
« cultures bio
protectrices »

27 juin 2013 - PARIS

Catherine EVREVIN - DGCCRF
bureau 4B « qualité et valorisation des
denrées alimentaires »



Réglementation alimentaire générale

Reglement n°178/2002 : établit les principes généraux et les prescriptions

générales de la législation alimentaire
Aucune denrée alimentaire n’est mise sur le marché si elle est dangereuse

Reglement n°852/2004 : établit les regles d’hygiéne pour la fabrication des
denrées alimentaires

Reglement n°258/1997 : obligation d’obtenir une autorisation apres évaluation
des risques avant de mettre un Nouvel Aliment sur le marché.

Directive 2000/13 : fixe les régles d’étiquetage des denrées préemballées
Liste des ingrédients/dénomination de vente



Réglementation : Paquet améliorants

Harmonisation des dispositions pour les substances gerees par liste
positive

Reéeglement n°1331/2008 : fixe une procédure d’autorisation commune pour les
additifs, enzymes et arbmes alimentaires

Reglement n°1333/2008 : se substitue a 4 directives relatives aux additifs
alimentaires , prévoit un programme de réévaluation et un étiquetage plus détaillé de
certains colorants

Y compris bouillons de legumes préfermentés (nitrit e)

Reéeglement n°1334/2008 : définit de nouvelles catégories d’aréme, des conditions plus
rigoureuses de la désignation des arébmes naturels

Reéeglement n°1332/2008 : harmonise les procédures d’évaluation des enzymes au
niveau communautaire et maintient a titre transitoire les regles nationales en vigueur
Y compris cultures pour la production spécifique d’ enzymes



La procédure commune : Reglement n°1331/2008

Evaluation par Agence Européenne de Sécurité des Al  iments

Procédure d’évaluation centralisée
sur les criteres :
sécurité d’emploi, nécessité technologique, non tromperie du
consommateur

Gestion par le Comité Permanent CASA  se substitue a la
procédure de codécision du Conseil et du Parlement européen :
Commission Européenne + Etats Membres
Mise a jour des listes communautaires positives des substances et de
leurs conditions d’emploi par procédure de réglementation avec contrble
sur avis AESA

Durée : temps d’élaboration dossier + 9 mois pour|  ’évaluation
+ 9 mois pour la proposition d’autorisation



Evolution de la réglementation : culture

* Les ferments incorporés traditionnellement dans les denrées
alimentaires sont jusqu'a présent considérés comme des
ingrédients

* Quelques secteurs ont défini des regles précises d’'incorporation
des ferments ou cultures de microorganismes

- L'utilisation non traditionnelle de cultures dans [lindustrie
alimentaire dans l'unique but d’exercer un effet conservateur sur
I'aliment souleve la question du statut et de la sécurité de ces
cultures

* En décembre 2006, la Commission a proposeé des criteres pour le
classement des cultures comme

Ingrédient ou additif alimentaire



Evolution de la réglementation : classement des
cultures

 des ingrédients _ si elles participent a la fabrication du produit par
la fermentation ou sont utilisées pour un effet probiotique.

Il s’agit des cultures starters, de surface contribuant aux
caracteristiques de I'aliment

traditionnelles (avant mai 97)/ nouveaux alimentss  oumis a
autorisation

« des additifs si elles sont ajoutées pour un effet technologique
specifigue (comme la conservation)

Il s’agit des cultures protectrices utilisées sur les viandes crues ou
cuisinées, les poissons

soumises a autorisation préalable



Information loyale du consommateur

Liste des ingrédients : désignation sous leur nom spécifique (article R112-16 du
code Consommation)

Désignation des cultures de micro-organismes nécessaires a la fabrication :
« Ferments lactiques », autres cultures, présence ?

Dénomination de vente : référence au traitement subi par la denrée s’il est de
nature a creer confusion pour le consommateur (article R112-7 du code
Consommation)

Traitements par des cultures de micro-organismes :
 fermentation : transformation modifiant les qualités organoleptiques initiale
« traitement de surface/masse dans un but de « préservation » sans
modification de qualités organoleptiques initiales
Référence au traitement par des cultures dans la dénomination de vente :
« fermenté », denrées de consommation courante pour lesquelles un
traitement par des cultures n’est pas requis par les usages ?



Information loyale du consommateur

viande fraiche a laquelle a été ajoutée
d’autres ingrédients n’ayant subi

aucun traitement de conservation

autre que la réfrigération, la
congélation ou la surgélation, y
compris les viandes conditionnées

? ou en atmosphére contrblée

+ culture = Préparation de viande
Traitée en surface par des flores ?

ingrédient « naturel » / « d’origine
naturelle » ?

Le traitement par des cultures n’est pas
requis pour ce type de denrées




Evolution de la réglementation : une réglementation
spécifique pour les cultures

« adoption des criteres par le CPCASA

* |égislation additif pas adaptée (exemple des enzymes?)

* choix du niveau d’autorisation souche ou espece

* procédure d’autorisation et lignes directrices pour I’évaluation

« evaluation des conséquences pour les applications actuelles
Au programme 2013 de la Commission européenne



Evolution de la réglementation : attentes

« vérifier la cohérence des criteres proposés avec les applications
actuelles

» définir les cultures et leur mode d’action

» @valuation de la sécurité

* iInformation des consommateurs
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Inclusion de bactéries lactigues dans des
matrices d’alginate ou d’alginate-caseinate
pour une activité anti-Listeria en vue de la
bioprotection de la surface de fromage

Lucie LEONARD?2, Olfa BEJI*, Rémi SAUREL?, Pascal DEGRAEVE!, Adem
GHARSALLAOUIY, Nadia OULAHAL!

V| L AGRO
{ BioDT_;M!A 9%@} VXP AM

1 BIODYMIA (BIOingénierie et DYnamique Microbienne aux Interfaces Alimentaires) - Equipe Mixte d’Accueil Université
Lyon 1/ISARA Lyon - Technopole Alimentec - rue Henri de Boissieu — F- 01 000 Bourg en Bresse

2 Equipe PAPC, UMR PAM, Agrosup Dijon, Université de bourgogne — 1 esplanade Erasme — F-21 000 Dijon



Un projet a la croisée de I'étude des mécanismes de bioprotection et
du développement de matériaux antimicrobiens

souche microbienne A [+ competition '\
bioprotectrice ~ +v . «+ hutritionnelle et
& iy, W ,
’ o P pour I'espace]
microorganisme ————> 4~ °

o ¥ film barriere

altérant ou pathogene

® " @ (acide lactique, acide
¢ acétique, peroxydes, o o W ® e %0 o ® 0
gaz, bactériocines) Y = v v Y
composé(s) ‘e @ D Ao @

. | antimicrobien(s) ~ | 1 .L ;
> o o O v
film relargueur de composés antimicrobiens °

1 (J :l‘ o .. .l' ® :l. ® ..lO .i: o

« Hurdle technology »

ek
; . _
surface de l'aliment
La grande originalité du projet :
les modes de mise en ceuvre des souches bioprotectrices
2
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LAB BIOPROTECTRICES ET MECANISMES MIS EN JEU

Souches bioprotectrices => bactéries lactiques (LAB)

(prlorlsatlon de celles considérées comme « GRAS » (« Generally Recognized As Safe »))

Souches

Agents antimicrobiens

Références

Leuconostoc mesenteroides

Acides organiques, peroxyde d’hydrogéne,

mesentericine (bactériocine classe Il)

Trias et al., 2008

Lactobacillus sakei

Sakacine (bactériocine classe 1)

Héquet et al., 2009 ; Héquet et al., 2007 ;
Ammor et al., 2006

Lactobacillus delbrueckii

Acides organiques, peroxyde d’hydrogéne,

bactériocine de classe Il

Van de Guchte et al., 2001

Lactobacillus plantarum

Bactériocines type classe |l

Todorov et al., 2011 ; Todorov et al., 2006 ;
Enan et al., 1996 ; Abo-Ammer et al., 2008

Enterococcus faecium*
*Ni QPS, ni GRAS

Entérocines (bactériocines de classe Il) Khan et al., 2010 ; Maldonado-Barragan et

al., 2009 ; Izquierdo et al., 2009

Lactococcus lactis Nisine (différentes formes : A, Z, ...)
(bactériocine de classe 1), lacticine,

lactococcine, entérocine A

Svetoslav et al.,, 2004 ; Matsuzaki et al.,
1996 ; Sharma et al,, 2010 ; Mc Auliffe et
al., 2001 ; Reis et al., 2012 ; Guinane et al.,
2005



DE LA SELECTION DES SOUCHES DE LAB BIOPROTECTRICES
A LEUR CONFINEMENT

Matrice alg ou alg-cas
avec cellules de LAB

Matrice alg ou alg-cas
avec surnageant de
. tdltire We LAB T 0 0

:+. [ ] .. .+. [ ] :+. [ ]

~ Milieu liquide

Surnageant de culture
e o 0 0o 0o de LAQ

L AN A

‘j...

Milieu gélosé

3eme étape : Etude de la viabilité
et du potentiel bioprotecteur

2¢me dtape : Evaluation du o
& des LAB confinés dans |la

1 étape : Evaluation du transfert  des  agents .
potentiel  bioprotecteur en antimicrobiens de la matrice
milieu liquide et/ou gélosé matrice vers milieu gélosé
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mytilisation de souches de LAB comme souches antimicrobiennes

=" mécanismes d’action antimicrobienne a privilégier : production de bactériocines,
compétition nutritionnelle et pour 'espace

A Ari i 2 D’aprés McClements, 2006
= effets recherchés : effet bactériostatique ou effet bactéricide

Mg"““"- Polysaccharide en

* Choix de biopolyméres & | s
Polysaccharide : alginate de i Nl I Ranie
sodium
(gélification assez facile a mettre //
en ceuvre avec CaCl,) Complexaticn
Protéine : caséinate de sodium lphm/ lphms/
(source potentielle de £ * * ,‘ Traneition (ph, 1)
nutriments pour les cellules de * l%
LAB) Complese  précipité ou
Sohuble Coscatvat

Zone recherchée pour ce projet

5 McClements, D. J. “Non-covalent interactions between proteins and polysaccharides” Biotechnology advances 24 , 2006, pp.621-625
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- SOUCHES CIBLES/SOUCHES PROTECTRICES : SELECTION DES LAB

_ A¢t’i\ﬁté.gf é_ht.i-Listeria ihh'a"c_:jLid LRGIAQ1, ATCC33090 et monocytogenes AER102 des surnageants de culture (3 pH neutralisé
~ ou non (SN et S)) et cultures entiéres (C) de 19 souches de LAB par la méthode de diffusion en puits en milieu gélosé

Contre L innocun
LRGIADL

Contre L minocua
ATCC33050

Contre L inmoeun Contre L traocun Contre
ATCC320940 LECIADL L monacyiogenes

Contre
L monscyogenss

AFRIN

SouchesdeLAB (pH | & | 58N | C© & | 5N (€ 5 |8 | € Sonchas da LAB
Loembaallus 46 W - - - - - - - - - Laceobaallur
Fermenmum 51 orispams 510
Lactobacilis El B : = = B = Z = = T
35 % eurvome 813
Laceobaallus 41 § - = = = = - = = + 5
T S ¥ Entzrococcur
delbrisekn 52 FaccalinS14
Lacwbaall 40 §- - 7 - - - = - = D
Jelbrusekii S4
Lacrobaallus "l B £ - E - = = = 5
delbruecku 57
Lacwbaalles |4 - |- = |- - 1+ i- - xS e
delbrusckn 58 w TRB»
Lectobaaliuy 41 § - 3 - Z = 2 = = + ==
delbruecicn 59 In 513
Laciobaalluy PR = =T ¥ = T (i = =¥y Tacoh
: i actobaailuy
sk parncaset LABL
Laceobeallus 43 - i + B - = E z =
o T Lactobaallur
delbrueckn 512 RS o
Lactobseillur 410 N - = = = - = = : EX Lacrococcus
_pmm.?a'f.’:'ﬂ
Lacrobaallus 10§ - = = N = = = N =R
paracarer 8

Sh:surnageant neutralize

:—;?:ni::’nﬂliiﬂmm 95é|€Cti0n de 4 souches :
+++ =10 mm
IZ‘|:LF||:|it'il:rnisﬂl:ie1:u|t|.|rE|:|E_=.|:Luc|'nz~_=|:|ELn“.l!-{:murIarfai:“l.||:||é"mti|:|-r|1:1&-surJ'|E|=,'=“|a'an13al-f-h:rn'lﬁlauf'.qF!Iv.,'aneé-:'l:ltli1:|5.=_-J I LABlI LABZI LAB3 et 514

6 &noter, pour®ifetsiS |etest aate rezlisé pour des culturesen MRS et TRR
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METHODOLOGIE : CONFINEMENT DES LAB, CULTIVABILITE DES LAB DANS LES MATRICES
LIQUIDES OU GELIFIEES ET ACTIVITE ANTIMICROBIENNE

1. Récupération des cellules de LAB et incorporatio  n dans les matrices liquides

Culture de LAB dans
du bouillon MRS a

Centrifugation
30 C en anaérobie (5000¢ ;15 min; 4 C)

Formulations des matrices

-Alginate (alg) : 1,5 % (m/m) d’alginate de
sodium, 20 % (m/m) bouillon MRS, qg.s.p eau

- Alginate-caséinate (alg-cas) : 1,5 % (m/m)
d’alginate de sodium, 4 % (m/m) de caséinate
de sodium, 20 % (m/m) bouillon MRS , g.s.p eau

Incorporation des
cellules en UFC.mL -1
de matrice

LAB1: 10%°
LAB2 : 10°

LAB3: 108

2. Formation des billes, gélification de I'alginate

VarV1 LIN-0119

Zurich, Switzerland)

Nisco encapsulation unit

(Nisco Engineering AG,

-matrices liquides
ajoutées goutte a goutte
a une solution de CaCl, a
0,1 mol.L1 = gélification

- ringage des billes a I'eau
distillée stérile,
échantillonnage et
stockage a 30°C sur

12 jours

Billes Ca-alg-cas-MRS - LAB
(diametre 2 mm)



METHODOLOGIE (2)

3. Tests _
~a. Cultivabilité des cellules de LAB dans les matric  es gélifiées et non gélifiées

Dénombrement des cellules cultivables sur milieu gélosé

1— Dilutions en série dans du

\ Tryptone Sel

Q Q 1 mL + gélose MRS en surfusion
Q N

QQ Dissolution complete
d’'une bille dans 2,5
mL de tampon
phosphate a 0,1
mol.L'L, pH=7,a
température ambiante
pendant au moins 3h

Incubation a 30°C, 24h en anaérobiose

"l



I\/IETHODOLOGIE (3)

~ b. Mesure de l'activité anti- Listeria a intervalles reguliers
- surles 12 jours de stockage 430 °C

-Gélose;_.rT“typtohe_ Soja inoculee Mesure du diameétre d'inhibition :
~avec Listeriaa 10" UFC.mL* Zi (mm)= diamétre (zone d’inhibition + puits/bille) — diamétre puits/bille

\ ey INCUDALION 24N 2 30°C me— |
o @

Dépobts de 40 pL des matrices de biopolymériques liquides
dans des puits (@ 6 mm)

Ou

Dépobts des matrices polymeériques gélifiées sous forme de
billes entre deux couches de gélose




ACTIVITE ANTIMICROBIENNE

Fig. 1 : Activité anti-L.innocua LRGIAO1 des matrices non gélifiées
stockées a 30°C pendant 12 jours et cultivabilité des cellules de LAB

RESULTATS . MATRICES NON GELIFIEES, CULTIVABILITE DES LAB ET

et alg-cas-MRS-LAB

Lactococcus lactis (LAB3)

Lactobacillus paracasei (LAB1) Lactobacillus paracasei (LAB2)
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- Meilleur maintien de la population des LAB
- Meilleure activité anti-Listeria

—

10

T
oo V| B V| B V| D V| B V| W v
©| 8w 58w 8w 8w 8w S8
Y B B B B B N e L
B I I =] I -] B .
T (4] (4] © © (4]

(o)} ~ [0} (Vo]
log (UFC/mL)

T T T
N w ~

=
o

T
u

T
o =

dans les matrices en
présence de caséinates
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@ADIV
Fig. 2 : Localisation des cellules de LAB dans les matrices non gélifiées alg-cas-MRS-LAB, observation en
microscopie confocale dés I'incorporation des cellules a JO

Lactobacillus paracasei Lactobacillus paracasei Lactococcus lactis
LAB1 LAB2 LAB3
Témoin de
structure,
marquage de
la phase

caséinate avec
|a Rhodamine B
Isothiocyanate

Marquage des
cellules,
utilisation du
kit BacLight
Live/Dead®
(Syto 9 et
lodure de
Propidium)
(Invitrogen)

—> Cette formulation (1,5 % (m/m) alginate de sodium, 4 % (m/m) caséinate de sodium) donne une émulsion avec
une phase caséinate dispersée et une phase alginate continue / Aqueous Two Phase Systems. (ATPS).

- Localisation préférentielle des LAB dans la phase caséinate ou aux interfaces (Léonard et al., 2013).
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Fig. 3 : Localisation des cellules de LAB3 dans la matrice non gélifiée alg-cas-MIRS-LAB stockage a 30°C sur 12 jours et

suivi de la viabilité (utilisation du kit de marquage BacLight® Live/Dead (Invitrogen)), observation en microscopie ——

confocale / Suivi paralléle de la cultivabilité mesurée précédemment et de I'activité anti-Listeria innocua LRGIAO1
14

NI el 10
13
NS N —— — = = \iahilité -9
11 T - 8
-7
-6 E
€ 8 o
g 7 -5 o
N -
5 ‘B
4 -3
3 -2
2
1 -1
0 -0

—Evolution de la cultivabilité (dénombrement sur milieu gélosé) et de la viabilité (comptage des cellules marquées en
microscopie confocale) similaires

—Entre J5 et J8, déstructuration de la matrice (mort cellulaire, modifications des interactions (dues a I’évolution des
conditions environnementales, ex : pH) , consommation des caséinates par les LAB...)

—~>Néanmoins, les cellules viables a partir de J5 se localisent toujours dans la phase protéique, maintien au-dela de 10’
UFC.mL?

m==) Etape suivante : gélification de la matrice a t0

12
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| Fig
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. 4 : Activité anti-L.innocua LRGIAO1 des matrices gélifiées

@ADIV

viande performances

stockées a 30°C pendant 12 jours et cultivabilité des cellules de LAB

et Ca-alg-cas-MRS-LAB —

13

B BZone d'inhibition {mm)

L ultivabikite dans sigfcas

w— Cultivabilits dans aig

Lactobacillus paracasei LAB1 Lactobacillus paracasei LAB2 Lactococcus lactis LAB3
14 i 5 12 5 12
13 — 13 13
R li——— 8 3
12 —ﬁ_ — : 7 T2
11 o h, W ' 7 11 -7 11
10 / e ——N 10 10
. \_ |6 \ -6
- g| ° 7 g | ° 3
ES 58 [ ° | e I ]
E7 2 E 7 \ 2 | E7 s
N 6 42 N 6 | 43 N 6 3
_ g g g
5 32 5 L 3= 5 2
4 4 4
3 -2 3 -2 3
2 L 2 = L 2
1 1 1
0 -0 0 -0 0
< 3= 8= 8T E=ETE < 8w 8 < &< EFETE
B B (B B (B @ B B (B B (@B
© © © © © © © © © © © ©
JO J1 J2 15 J8 J12 JO J1 J2 J5 18 | J12

# Pas de zone dinhibition

- La présence de caséinate dans la formulation apparait comme essentielle pour un
meilleur maintien de la population dans les billes et un meilleur transfert des agents
antimicrobiens.
- Variabilité de la réponse d’'une LAB a l'autre : Impact probable de la nature des agents
antimicrobiens produits par chacune d’elle.




e

W ,,ti%f i
Fig. 5 : Localisation des cellules de LAB3 dans les matrices gélifiées sous forme de billes alg-cas-MRS-
| LAB, observation en microscopie confocale dés I'incorporation des cellules a JO

Témoin de structure, marquage des caséinates par la
Rhodamine, coupe de 10 um

= Les billes présentent un réseau plus dense sur le bord de la bille et la densité du gel semble diminuer de la périphérie

vers le centre (transfert des ions Ca?*).
- Structure poreuse en alvéole : le marquage a la Rhodamine ne permet pas de distinguer le réseau protéique du réseau
alginate. =) Perspective : Marquer l'alginate simultanément.

Observations des coupes de 10 um des billes contenant les cellules de LAB3 marquées au Syto 9

Marquage au Syto9

Marquage au Syto9 " Marquage au Syto9

Image en transmission
4 Ly f,'.

- =ik ",
.ll.Ll. ,:_“L - ] *‘-‘:"r' ! _:_f "

—>Observation des cellules de Lab3 au coeur des billes.

m==) Perspective : Charger plus en cellules pour clairement identifier leur localisation dans ces systémes gélifiés.
14



Sorcpro GAI

INCLUSION DE BACTERIES LACTIQUES DANS DES MATRICES D 'ALGINATE OU D'ALGINATE CASEINATE POUR
UNE ACTIVITE ANTI-LISTERIA EN VUE DE LA BIOPROTECTION DE LA SURFACE DE FROMAGE

Conclusions
*Nombre plus important de cellules cultivables de LAB bioprotectrices et meilleure activité anti-Listeria dans les

matrices contenant des caséinates —
= Localisation préférentielle des cellules dans la phase caséinate ou aux interfaces, Léonard et al., (2013) : Preferential
localization of Lactococcus lactis cells entrapped in a caseinate/alginate phase separated system. Colloids and Surfaces

B : Biointerfaces, vol 109, 266-272.

*"Problématiques soulevées

+de cellules Effet microstructure Variabilité effet anti-Listeria d’une souche de LAB a
> meilleure production - meilleur relargage Pautre = Impact de la nature des composés
des composés antimicrobiens antimicrobiens produits

Perspectives

- Suite des travaux en microscopie pour déterminer la microstructure du réseau gélifié alginate/caséinate (par
marquage de l'alginate)

—> Caractérisation des agents antimicrobiens produits par les LAB utilisées

—Etude du transfert de ces agents antimicrobiens dans les matrices alg et alg-cas et vers les milieux gélosés ou
matrices alimentaires en contact.

Développement de gels
d’alginate/caséinate incorporant des
cellules de LAB bioprotectrices

15
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20 MY LISATION, EFFICACITE ET INTERACTIONS DANS L'ECOSYSTEME MICROBIEN

MERCI POUR VOTRE ATTENTION

Autres partenaires du projet

ACTALIA

PRODUITS LAITIERS

de I'alimentation

le technopeole des SATIETTIL w14

nadia.oulahal@univ-lyon1.fr
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1ée d’information et d’échange sur l'utilisation des flores
protectrices pour la conservation des aliments

27 juin 2013

Exemples d’application dans la filiere des
produits carnes

Monique Zagorec
UMR1014 Secalim, Nantes

=—[NRA

= SCIENCE & IMPACT



@ADIV

viande performances
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ES FLORES PROTECTRICES POUR LA CONSERVATION DES ALIMENTS :
LISATION, EFFICACITE ET INTERACTIONS DANS L’ECOSYSTEME MICROBIEN

yche classique
lection de souches a effet (souvent) anti-Listeria
‘Etudes en conditions de laboratoire
Etude en matrice

— Suivi microbiologique par étalement
x Plus récemment

— Cocktails de souches, d’especes
— Suivi par méthodes moléculaires

— Intérét pour d’autres cibles, dont altération
X Difficultes

— Viande inévitablement contaminée
— Flore endogene non négligeable

— Inefficacité de certaines bactériocines —_=== IN?A

e
7

——  SCIENCE & IMPACT
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\ES FLORES PROTECTRICES POUR LA CONSERVATION DES ALIMENTS :
LISATION, EFFICACITE ET INTERACTIONS DANS L’ECOSYSTEME MICROBIEN

7.0 1

6.5
6.0 -
5.5 -

5.0 4

4.5 1

<—— Sjajout de L. sakei WT ou mutant Ab résistant
4.0 1

—&—No Lactobacilli
—-L-2 added
—A—SRL-2 added

L. monocytogenes (log CFU/g)

3.5

3.0 —r
01 2 3 45 6 7 8 9
Time (weeks)

Juven et al, J Food Prot, 1998 =" SCIENCE & IMPACT
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Log d'UFC/c

15 20 25 30

Temps en jours

Vermeiren et al, Meat Sci, 2006

@ADIV
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L. monocytogenes seul

L monocytogenes + L sakei

INRA
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LES FLORES PROTECTRICES POUR LA CONSERVATION DES ALIMENTS :
UTILISATION, EFFICACITE ET INTERACTIONS DANS L'ECOSYSTEME MICROBIEN

-'-EXEMPLES DE LA LITTERATURE OU DE PROJETS DE RECHERCHE, ET LIMITES

x Ajout de cocktalls de L. sakei avec E. coli ou Salmonella sur viande
hachee de boeuf

" E coli 0157:H7 5 Typhimurium
4,5 >

45 | | l
- - % l
o oz | F :
=] =} [ S A
G 35 | G S ¢ 1
S S 3,5 { 3
oo oo
o ‘ (@]
- )
: [ ’ :
2,5
2,5 ‘ ‘ 2 ‘ ‘ N

0 4 7

0 4 7 0 4 7
T T Storage time in days

Avec cocktail

Storage time in days

Sans cocktail

Chaillou et al, Meat Sci, Soumis = SCIENCE & IMPACT
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: INRA Transfert I MA

Chaillou et al, Brevet 2012 —=  SCIENCE & IMPACT
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Souche inoculée r packs positifs pour Campylobacter
Bactéries lactiques
Flore anaérobie

C 8- . - 100
| | | =
L 80
™~ =
E 5 - o
E | - 60 %
o i o
2 4- ©g
-~ . L20
m
2 T r L 0
3000 3 0 .
L. sakei63 inoculation/cm? === I MA
Jones et al, Food Microbiol, 2009 =" SCIENCE & IMPACT
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Souche inoculée

Bactéries lactiques

Flore anaérobie
a 97 // Clostridium
E 74 1 | |
S N §
o 5 "\_Q \\\
~ W o
3 \:\ T T \:}\
3000 3 0

L. sakei27 inoculation/cm?

Jones et al, Food Microbiol, 2009

9.0

8.5

8.0

7.5

7.0

sym/ Z a1090s seb o] awn

Temps pour dégagement gazeux

INRA

SCIENCE & IMPACT
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e cocktail (C. maltaromaticum / L. delbrueckii / L. lactis) avec
nocytogenes sur viande de porc )

Témoin Cocktail n°7
10
9 e ¢ T o o + € Cocktail
i . . * o
7 7 Y
5, ; n 3_‘ + 5‘“ . L 2
5 s & Ao ¢ @35 =
g 4 ' 5 g 4 2
3 o @ 3 A A
) . ) EQU!E B <— Cibles
¢ o ¢ ] ® 6 o §
1 ?—I—I—I—l n 1 |
0 T T T T T T T T T T T T T T 1 0+ T T T T T T T T T T T T T T 1
0 1 2 3 4 3 6 7 g 9 10 11 12 13 14 15 0 1 2 3 4 5 6 7 3 9 10 11 12 13 14 15
Temps (j) Temps (j)

Bactéries lactiques (#), entérobactéries (m), B. thermosphacta ( /), L. monocytogenes ()

Feurer et al, projet INAPORC, 2009 **=®=< /aF 1P T—="" SCIENCE & IMPACT
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FLORES PROTECTRICES POUR LA CONSERVATION DES ALIMENTS :
LISATION, EFFICACITE ET INTERACTIONS DANS L’ECOSYSTEME MICROBIEN

<®
* ¢ ¢ €
3,5
20 3,0
O 4 ® XX N N N
S X
220 ¥
1,5 x &
1,0
0,5 Temps (jours)
0,0
0 10 20 30 40

L. monocytogenes seul (®) ou en présence de la culture protectrice (x) —

==IN?A

—=  SCIENCE & IMPACT

Ellouze et al, prestation privée, 2012
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ymbreux essais montrent que :

oprotection peut fonctionner

 Difféerentes especes candidates
Differentes cibles envisageables

- - MAIS
X Pas de solution universelle
X Neécessité de validation / standardisation des essais

— Diversité des produits carnés, de leur flore, de leur procede des
production, de conservation, diversité entre lots

— Flore endogene non négligeable
— Inadéquation des méthodes culturales

— Mecanismes divers B

= SCIENCE & IMPACT
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PRODUIT / LOT A LAUTRE. EXEMPLES
D E F G H I J

(Vaccum-packaging)

it PGl B C I

Producer B (Modified Atmosphere)

Sy 53 G0 s

Producer C (Modified Atmosphere - organic)

B CICICICICICN

Carpaccio de boeuf : la diversité des souches de L. sakei hébergées dépend du procédé_

I INRA Transfert <—==z I N?A

J/ Filiale de 'INRA ——  SCIENCE & IMPACT

Lucquin et al, Food Microbiol, 2012 ; Lucquin et al, en préparation
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iii'NES FLORES PROTECTRICES POUR LA CONSERVATION DES ALIMENTS :
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DVER TED UN PRODUIT / LOT A L'AUTRE. EXEMPLES

@G@@@@@@@G

S S e

Carpaccio de beeuf : la diversité des souches de L. sakei hébergées dépend des saisons_

iliale de I'INRA

Lucquin et al, Food Microbiol, 2012 ; Lucquin et al, en préparation

INRA
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S FLORES PROTECTRICES POUR LA CONSERVATION DES ALIMENTS :
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gPCRdes 3 souches de L. sakei 3 souches vs L. sakei total

8 9
C — B g
5 7 > w
= L
¥, / —&—Souche 1 & 6
E 4 i/ —l—Souche 2 E 5 —%—Total L. sakei
§ —#—Souche 3 § 4 —¥k—Total 3 souches
K S 3
S —*—Total 3 souches S

2 T T T 2 T T T

0 2 4 6 0 2 4 6

Durée de conservation (jours) Durée de conservation (jours)

Quantification de L. sakei par gPCR efficace pour souches, espéece

—_— | N?A

: . . prot¥s eef =
Chaillou et al, Meat Sci, soumis . ﬁb —=  SCIENCE & IMPACT



@ADIV

viande performances
ACTIA

S FLORES PROTECTRICES POUR LA CONSERVATION DES ALIMENTS :
ISATION, EFFICACITE ET INTERACTIONS DANS L’ECOSYSTEME MICROBIEN

ES METHODES CULTURALES

gPCRvs MRS

[EEN
o

® 9
3 . _— ’ ()
o |
g 7 M
0o /
ERY —
g 5 —- Total L. sakei
3 4 —®— CFU MRS
o
S 3

2 T T T

0 2 4 6

Durée de conservation (jours)

Mais, la flore lactique des steaks hachés de beeuf : 1 log > L. sakei

oA A cef . I N?A

. . . pro ===
Chaillou et al, Meat Sci, soumis —=  SCIENCE & IMPACT
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ILISATION, EFFICACITE ET INTERACTIONS DANS L’ECOSYSTEME MICROBIEN

iocines
' plus reproductible

'— Mais spectre restreint
Production d’autres molécules

— Acides
- HZOZ
X Compétition nutritionnelle
— Souche dépendant
— Considérer la flore endogene

Mais certaines bactériocines non- actives dans la viande

log C/CO

‘ Effet bactériocine

0 S

Jo J3

]

Jours

Christieans et al, programme UE Truefood

== INRA

——  SCIENCE & IMPACT
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Journee d'information et d’échange sur 'utilisation des flores
'  protectrices pour la conservation des aliments
27 juin 2013

Exemples d'application dans la filiere
prodults de la mer

Francoise Leroi
Laboratoire de Science et Technologie de la Biomass e Marine
Ifremer, Nantes
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"\'/A"'-"}.:l_QN DES PRODUITS DE LA MER ... UNE HISTOIRE RECENTE

M poisson M viande

126

1950-89
1990-1999

2000-2013

" Ifremer
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E POISSON, UN PRODUIT TRES FRAGILE —

—

Bactéries Gram — psychrotolérantes
- Shewanella putrefaciens

- Photobacterium phosphoreum

- Pseudomonas...

" Ifremer
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TS DE BIOPRESERVATION

sts en milieux modéles

Mauvaise implantation en poisson

— Mauvaise implantation a basse température
— Mauvaises odeurs

X Premiers travaux de biopréservation en 1990
(projet européen ENITIAA-IFREMER-Université de
Loughborough)

— Sélection de LAB du poisson
— Pas concluant sur chair de poisson blanc
— Bons résultats sur saumon fume
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i

its Ieger’ément 0 préservés
2| < 6% (phase aqlueuse)

X Bactéries lactiques daominantes
— Lactobacillus,
— Lactococcus
— Vagococcus,
— Carnobacterium
— Leuconostoc
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~ RISQUES LIES AUX PRODUITS DE LA MER

/% Bactéries altérantes
| S= pfd”its frais (pavés de saumon, sardine, carrelet, bar, ...)

produits Iégerement préserves (saumon fume, crevett  es cuites
decortiquées)

X Bactéries pathogenes
— Listeria monocytogenes (saumon fume)
— Bactéries productrices d'histamine (thon, sauce de poisson)
— Clostridium botulinum, Vibrio parahaemolyticcus...

" Ifremer
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x s"um_dn fume_; Carnobacterlum divergens, Carobacterium maltaromaticum
obacillus sakei , L. plantarum , L. casei

ette cuite décortiqguée . Lactococcus piscium , Leuconostoc gelidum

~ /Croissance de L. monocytogenes dans du saumon fumé sous vide

4°C 8°C
6 1 cocktail de L. monocytogenes tres
sensibles a Carnobacterium divergens
> \VZ§1
S Lm tres sensibles + Cd V41
D
S 3 A cocktail de Lm moins sensibles a Cd V41
‘_o;’ Lm moins sensibles+ Cd V41

1CFU g1

0 7 14 21 28

Brillet et al. 2004 Time (days) 1@ ﬁre m e r
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ILISATION, EFFICACITE ET INTERACTIONS DANS L'EcOSY & 4 L. monocytogenes
-2
1
0
(b) O
gl Cd V41 bact+
TL HJH“HH_--""i
- = -
mpétition pour le glucose = 6f e
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0 BACTERIOCINE OU BACTERIE VIVANTE ?

Croissance de L. monocytogenes dans du saumon fumé conservé sous vide a 8°C

42

e

log (cfug-1)

A C.divergens V41
e L. monocytogenes
X Lm + divercin V41 (128000 UA/g)

oL.m + C. divergens V41

0 5 10 15 20
time (days)

Duffes et al. 1999
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TILISATION, EFFICACITE ET INTERACTIONS DANS L’ECOSYSTEME MICROBIEN

| 1-.{'-’_A'PPLS’I’CATIONS INDUSTRIELLES

| 'arnzobacterlum divergens et C. maltaromaticum
F rte inhibition de L. monocytogenes

Pas d' acidification, pas de production dABVT/TMA ~ I
Pas de modification sensorielle du saumon fume _ - \ \

" _ Pas de modification des écosystemes microbiens ;\

— Elements de sécurité (antibiogramme, cytotoxicité, 2
histamine)

— Aptitude a la production industrielle (fermenteur, \ |
lyophilisation)

— Outil de tracabilité (PCR-multiplex) \

\]U]'L)f d r‘J'
--.“-‘.'

19 anpanes 3

[\ B .J!.u SR elujes
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__f"-'i_:- = CO2
——— N N
==— 2 OH N 7
Hg / NH2 g HgﬂHz
Histidine Histamine thermostable

X Origine bactérienne

Morganella morganii, Hafnia alvei, Photobacterium
phosphoreum, Morganella psychrotolerans

X Reglementation européenne <100 ppm

ﬁmmer
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U:S FLORES PROTECTRICES POUR LA CONSERVATION DES ALIMENTS :
ILISATION, EFFICACITE ET INTERACTIONS DANS L’ECOSYSTEME MICROBIEN

B-IOPRESERVATI.N& (> 2007)

| xem.ple d'appllcatlon dans des produits naturelleme nt contamineés

-*sauces fermentées: Staphylococcus carnosus (-28%) et Bacillus
‘amyloliquefasciens (-15%)

~ — saucisses de carpe fermentées: Mélange de L. plantarum , S. xylosus ,
Pediococcus pentosaceus et L. casei (-90%)

— anchois salés: Archae ;: Halobacterium salinarium et Haloarcula
marismortui

— longes de thon sous vide: souche commerciale LLO (Biocéane)

X Consommation de I'histamine preformee

— Staphyloccocus xylosus (- 38 % en milieu liquide, -16% en hareng
fermenteé)

X Inhibition des bactéries productrices d'histamine ?

" Ifremer
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Croissance de M. morganii et production d’histamine dans du thon cuit conservé sous vide a 15°C

37 7954 229 10000
9 ‘ 1709] 11 ﬂ* @
3 _--' S -l
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=5 / 2
£ / [v]
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£ I ’ - 100 3
53 = 1 a1 I
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0 3 e e o
@ 6 T4 v — 1L £
E ) -------3’ “a“’ 10 g
. . 0 _ -- - 1 - | - i | -
Lactobacillus sakei :! ——*Fﬁ.. W<l ___w,. :
“0 | 1

Avantcongélation — Jourdela 2 joursapres 4joursapres 7joursapres
décongélation  décongélation  décongélation  décongélation
(<seuil de

o Temps d'incubation
détection)

LI Témoin M. morganii [ Essai Mm + LHIS2885 = =#= = Histamine Mm = <= = Histamine Mm + LHIS2885

Podeur et al. 2013 ; INPI 1000189744 o i :I:re mer
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~ QUALITE SENSORIELLE DES PRODUITS DE LA MER

Paari et al. 2012

pe de poisson : L. mesenteroides améliore qualité

sorielle al
— chair hachee de bar: L. plantarum (bacteriocine) et L. :z |
~ pentosus (acidification) N flore totale et ABVT /TMA g o0 I
~— Sardines et crevettes :  Streptococcus phocae et 2] - 1r
Enterococcus faecium N flore totale et ABVT /TMA E 5l iy | |
— Pavés de saumon frais : Leuconostoc gelidum 20 | I 'ﬂ | :E_'!
améliore qualité sensorielle (DLC + 2 j) bl 5n ﬂ - _;_
a 5 10 15 20
Diays of storage
X Prodults legerement preserves e i e i el
— Saumon fumé ( Lactococcus piscium DLC + 14 ) ean & D, | | o
— Crevette cuite décortiquée ( L. piscium, ferment Concentration en ABVT dans des sardine éviscérées et
commercial LLO DLC + 14 )) des crevettes biopréservées avec Enterococcus faecium

“Ifremer
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TROIS M ESSAG F))

1 Blopreservatlon est espece/souche dependante

2. B;-_o.p_reservatlon est produit dépendante Crevette cuite
3. Biopréservation ne remplace pas I'hygiene .
Saumon frais ® :moin |
. 0 |
6 @ . gelidum 1
@8 L. piscium

@ L. gelidum 2
() LLO + L. piscium

note d'altération

D’aprés Brillet et al. 2011 Avec sulfite sans sulfites

Evaluation sensorielle de pavés de saumon et crevettes cuites décortiquées
conservées sous atmosphere modifiée
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FLORES PROTECTRICES POUR LA CONSERVATION DES ALIMENTS :
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R UNE VALORISTAION INDUSTRIELLE

coccus piscium , Leuconostoc gelidum

e travaux, 2 theses, 1 projet européen, 3

ojets nationaux

sécurité des souches (antibiogramme,

— cytotoxicité, amines biogenes)

X Production en fermenteur et résistance a la
lyophilisation

X Effet sur I'écologie microbienne de produits
naturellement contamines

X Meécanisme d'action

X Modélisation des interactions -

=04

iy

03

02

% 0 5 10 15 20 25 30
Temperature (°C)
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‘echnologie « tailor made» (produit/usine/souche) he)
echnologie barriere (sel, fumée, température,
emballage...)

Synergie avec d'autres technologies (lumiere
pulsée, chitosan...)

Comprehension du mécanisme d'action

Mode d’application
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Merci de votre attention

Nantes, pole actif pour la biopréservation des prod uits marins




