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Introduction générale

La société occidentale d’aujourd’hui est une société de consommation fortement
touchée par des maladies métaboliques, telles que le diabéte, I’obésité ou les maladies cardio-
vasculaires. Ces maladies résultent de I’exposition au stress oxydant, au tabac, a la
sédentarité, a la malnutrition [1]. Pour réduire I’incidence de ces maladies, la consommation
des fruits et légumes et des végétaux riches en antioxydants, est recommandée. Les végétaux
constituent une part essentielle d’un régime alimentaire sain : ils sont riches en minéraux,
vitamines, fibres, carbohydrates et surtout en antioxydants [2]. Les antioxydants présents dans
les végétaux ont la capacité de piéger les espéces réactives nocives pour les cellules humaines
et qui sont présentes en trop grande quantité en condition de stress oxydant. Parmi les Tles de
I’Océan Indien, la Réunion est une des plus fortement touchées par le diabéte et I’obésité. Le
diabete est trois fois plus fréquent a la Réunion qu’en France métropolitaine [3]. Réduire les
complications liées au diabéte et a I’obésité est un enjeu capital pour la société réunionnaise.
Ainsi, I’innovation et la conception de nouveaux produits alimentaires riches en antioxydants

est I’une des voies envisagées parmi les actions déployées pour lutter contre ces maladies.

Que ce soit a la Réunion ou partout dans le monde, la plupart des fruits et des légumes
gue nous mangeons sont transformés. En effet, aprés récolte ces derniers se décomposent
rapidement, a cause des microorganismes et des enzymes, naturellement présents. Leur durée
de conservation étant limitée et afin de limiter les pertes, les fruits et les légumes sont trés
souvent transformés, que ce soit sous forme de jus, de confiture, de découpes, de préparations,
etc. Dans la plupart des cas, des traitements de stabilisation sont appliqués comme le
blanchiment, la pasteurisation ou le séchage. Cependant, les procédés impliquant une forte
montée en température provoquent dans la majorité des cas une diminution de la teneur en
composés hydrosolubles, comme les vitamines et les composés phénoliques [4,5]. Une
diminution des capacités antioxydantes accompagne ainsi tres souvent I’utilisation de ces
procédés. D’autres procédés de transformation n’ont pas cet effet: c’est le cas de la
fermentation lactique. La fermentation lactique, est un procédé de conservation et de
transformation des aliments utilisé depuis des millénaires [6]. Elle joue un rdle dans les
propriétés nutritionnelles des aliments, plus particulierement celles des fruits et des Iégumes.
La fermentation lactique est un procédé au cours duquel les sucres de I’aliment sont

transformeés par les bactéries lactiques en acide(s) organique(s), avec production éventuelle




d’alcool et de dioxyde de carbone. La production d’acides organiques crée un environnement
stressant et inhibe la croissance d’autres microorganismes contaminants et pathogénes. Le
produit fermenté obtenu est donc mieux conservé et moins riche en sucre gardant I’ensemble
de ses bénéfices nutritionnels, et présenterait un intérét certain dans la lutte contre le diabete
et I’obésité. Plusieurs études réalisées sur des fruits et des legumes, ont montré que la
fermentation préservait les propriétés antioxydantes voire les augmentait [7,8]. Ainsi, la
fermentation des fruits et des Iégumes constitue une voie a considérer dans la lutte contre les

maladies liées a un stress oxydatif.

Les aliments fermentés peuvent étre obtenus de deux fagons différentes, soit de fagon
spontanée, soit par I’utilisation de ferments (ou « starters ») [9]. La fermentation spontanée est
une fermentation qui met en jeu plusieurs microorganismes initialement présents a la surface
du végétal. C’est une fermentation naturelle, non contrélée et non prévisible. Le produit
fermenté spontanément résulte de I’action combinée de plusieurs activités métaboliques de
différents microorganismes [10,11]. Les caractéristiques et les propriétés sensorielles du
produit peuvent étre obtenues par «hasard » mais trés souvent par les savoir-faire du
préparateur. Au contraire, I’utilisation de ferments conduit a une fermentation contrélée. La
matiére premiere est inoculée avec un ou plusieurs microorganismes dans le but d’accélérer le
processus de fermentation et d’apporter des caractéristiques et des propriétés volontairement
désirées [11,12]. Ce type de fermentation est plus sdr, la fermentation est suivie aisément, et
les propriétés du produit obtenu sont intéressantes tant pour I’industriel que pour le
consommateur. En contrepartie, la sélection préalable de ferments doit étre menée. Les
bactéries lactiques possédent plusieurs actions bénéfiques que ce soit au niveau du produit
obtenu ou au niveau des bénéfices pour le consommateur en améliorant les propriétés
sensorielles et les propriétés nutritionnelles. Pendant la fermentation lactique, les bactéries
lactiques synthétisent plusieurs molécules, telles que les acides organiques, les exo-
polysaccharides, les bactériocines. Par leur action enzymatique, elles libérent également des
composés phénoliques et améliorent ainsi leur biodisponibilite. Certaines bactéries lactiques
sont reconnues en tant que probiotique, c’est-a-dire qu’elles possédent plusieurs effets
bénéfiques pour la santé de I’h6te. C’est pourquoi, ces derniéres années, la recherche de
starters de bactérie lactique s’est intensifiée, notamment pour la fermentation de fruits et de
Iégumes, déja riches en antioxydants. Ces dernieres années ont vu également I’émergence de

divers produits a base de fruits et de légumes fermentés : jus de tomate, carotte, haricots verts,




poivrons, ananas, purée de cerise [13]. Dans ce contexte, la recherche et la sélection de
ferments fonctionnels et adaptés a la niche écologique ont guidé ces travaux.

Les starters utilisés dans I’industrie alimentaire sont tres souvent isolés a partir de
fermentations spontanées, ou ces espéces se révelent dominantes. Parmi les bactéries lactiques
retrouvées dans les fermentations spontanées de fruits et légumes, on retrouve plusieurs
espéces des genres Lactobacillus, Leuconostoc, Weissella, Pediococcus, Streptococcus [14].
Dans les premieres heures de fermentation, les especes des genres Weissella et Leuconostoc
sont tres souvent dominantes. Les espéces de Lactobacillus finalisent ensuite la fermentation.
Parmi les starters commercialisés pour I’industrie alimentaire, on retrouve Lactobacillus,
Pediococcus, Leuconostoc, Lactococcus et Streptococcus [12], mais pas Weissella, malgré le
fait que ce genre soit retrouvé dominant dans plusieurs fermentations spontanées de végétaux.
Nous nous sommes interrogés sur les caractéres phénotypiques de ce genre en comparaison
des autres bactéries lactiques et qui pourraient expliquer ce manque d’attractivité.

Ainsi, cette thése a deux principaux objectifs :

1) Caractériser la flore bactérienne lactique présente sur des fruits et des légumes
cultivés a la Réunion (envisagés comme matiére premiére de fermentation), en
particulier les especes Weissella, connues pour étre présentes a la surface de fruits
et de légumes

2) Inventer des produits fermentés a partir de fruits tropicaux, afin d’en conserver
voire d’augmenter les bénefices nutritionnels, d’allonger la durée de conservation,
et de proposer de nouveaux golts aux consommateurs. L’élaboration de ces

propriétés fonctionnelles requiert la sélection de bactéries lactiques appropriées.

Ce projet de these s’inscrit dans une double perspective : les fruits et les légumes sont
essentiels pour la santé et indispensables pour lutter contre les troubles métaboliques, et
I’utilisation de la fermentation lactique pour augmenter les propriétés nutritionnelles des fruits
et des légumes, pour ainsi proposer de nouveaux godts aux consommateurs. Nous inscrivons
nos axes de recherche vers la selection de starters autochtones capables de fermenter les fruits
de I’Tle de La Réunion, en considérant notre niche écologique comme les fruits et les légumes
cultivés a la Réunion.

La premiere partie de cette thése sera consacrée a une étude bibliographique
concernant la fermentation lactique des produits végétaux. Elle abordera la description des

bactéries lactiques impliquées dans les fermentations de produits végétaux, les mécanismes




d’amélioration des propriétés nutritionnelles au cours de la fermentation lactique et la
description du genre Weissella, retrouvé dans plusieurs aliments végétaux fermentés. Une
revue publiée dans le journal Fermentation [Amandine Fessard, Fabienne Remize. Why are
Weissella spp. not used as commercial starter cultures for food fermentation? Fermentation
2017, 3(3), 38; doi:10.3390/fermentation3030038] rédigée dans le cadre de nos travaux
terminera cette partie.

La deuxieme partie sera consacrée a la partie expérimentale. Les méthodes et les
résultats seront répartis en deux chapitres. Chacun des chapitres présentera un manuscrit en
préparation ou un article publié. Des résultats complémentaires seront également apportés.
Une discussion générale et les perspectives qui découlent de ces travaux termineront ce

manuscrit de these.
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CHAPITRE | : La fermentation lactigue des produits végétaux

I.1. Les aliments végétaux, sources de nutriments

Les aliments végetaux sont classés en différentes catégories : les produits amylacés (céréales
et tubercules), les graines et/ou les noix, les légumes et les fruits. Les aliments d’origine
végétale constituent une part importante de notre alimentation. Ils sont riches en nutriments
essentiels tel que les minéraux, les vitamines, les fibres et les composes phénoliques. Le
programme francais PNNS (Plan National Nutrition Santé) recommande ainsi la
consommation quotidienne d’au moins cing portions de fruits ou légumes, de céréales et
dérivés a chaque repas et de I’eau a volonté, selon la pyramide alimentaire représentée dans la

Figure 1.

Sucres et produits sucrés
Limiter la consommation

Matiéres grasses
Limiter la consommation

Viandes, poisson, ceufs
1 d 2 fois par jour

Lait et produit laitier
3 fois par jour

Céréales et dérivés
A chaque repas

Fruits et légumes
Au moins 5 fois par jour

Boissons
Selon votre soif

Figure 1 : Les apports alimentaires journaliers recommandés par la pyramide alimentaire [15]

1.1.1. L eau

L’eau est le composé majoritairement présent dans les végétaux, soit plus de 90 % de la
masse totale. L’eau est également le constituant quantitativement le plus important de
I’organisme humain. Toutes les réactions métaboliques de notre organisme se déroulent en
milieu aqueux. Les molécules d’eau aident également a stabiliser les structures des proteines.
Et en tant que principal fluide de notre corps, I’eau sert de transporteur pour les minéraux, les

vitamines, les sucres, les acides aminés et autres nutriments [16].
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1.1.2. Nutriments essentiels : glucides, lipides et protéines

Les glucides, les lipides et les protéines sont également des nutriments essentiels. Ce sont les
sources d’énergie de I’organisme et ils permettent d’assurer I’entretien de la vie cellulaire, la
synthese ou la réparation de certains constituants cellulaires et le fonctionnement de
I’organisme (activité cérébrale, respiration, digestion). Ces composes sont principalement
apportés par les aliments d’origine animale mais aussi par certains végétaux. Les fruits, les
légumes et les céréales sont riches en glucose, fructose, saccharose, amidon et fibres
alimentaires. Les acides gras essentiels, tels que 1’acide linoléique (oméga 6) et 1’acide a-
linolénique (oméga 3) sont apportés par des huiles végétales telles que les huiles de noix ou
de colza. Les acides gras essentiels sont importants car ils entrent dans la composition des
lipides membranaires et jouent un rdle dans la fluidité membranaire. Enfin, certains vegétaux

sont riches en protéines végétales comme le sarazin, le quinoa, les noix ou les haricots.

1.1.3. Les minéraux

Les minéraux sont des éléments indispensables au fonctionnement de I’organisme.
L’organisme ne pouvant pas les synthétiser, ils doivent étre apportés par I’alimentation. Les
végétaux apportent a notre organisme des quantités considérables en minéraux. Selon leur
importance quantitative dans le corps humain, les minéraux sont classés en trois catégories :
les macroéléments, les microéléments et les oligoéléments. Les macroéléments sont ceux
retrouvés en plus grande quantité dans I’organisme et regroupent le sodium (Na), le potassium
(K), le calcium (Ca), le magnésium (Mg), le phosphore (P), le chlore (CI) et I’azote (N). Les
microéléments sont retrouvés en plus faible quantité et regroupent le fer (Fe), le cuivre (Cu),
le cobalt (Co), le zinc (Zn), le manganése (Mn), I’iode (I), le fluor (F), le soufre (S) et le
sélénium (Se) [17]. Les oligoéléments sont souvent classés avec les microélements et sont
plus retrouvés sous forme de traces dans I’organisme, c’est le cas du Cu, du Se, du Mn et du
Co. Les minéraux sont indispensables a I’activité du corps humain, ils sont incorporés dans
les membranes cellulaires, participent a la structure osseuse et sont essentiels a I’activité de
certaines hormones, protéines et enzymes. Les noix, les bananes, les légumes verts, les

herbes, les abricots sont riches en minéraux.
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1.1.4. Les fibres alimentaires

Les fibres alimentaires appartiennent a la catégorie des glucides, plus précisément a la classe
des polyosides (composés de plus de 10 sucres). Ce sont les constituants de la paroi des
cellules végétales. Les fibres alimentaires sont classées sous forme de glucides non
assimilables car elles ne sont pas digérées par les enzymes du tube digestif et sont hydrolysées
uniquement par la microflore du colon [18]. La pectine, la cellulose, I’hémicellulose, les
hydrocolloides, les B-glucanes et les amidons résistants sont quelques fibres alimentaires
consommeées par I’Homme [19]. Les céréales, les légumineuses et les fruits sont tres riches
en fibres alimentaires. Les fibres absorbent les lipides et le cholestérol et facilitent leur
élimination dans les selles, permettant de réduire les risques de maladie cardio-vasculaire.
Elles permettent également de réguler la glycémie car elles retardent I’absorption des sucres et

évitent I’augmentation trop rapide du taux de glucose dans le sang apres les repas.

1.1.5. Les vitamines

Les vitamines sont des molécules organiques indispensables au développement et la
croissance de I’étre humain. L’organisme ne peut les synthétiser (excepté pour la vitamine D)
et elles doivent étre apportées en quantité suffisante par I’alimentation. A ce jour, il existe 13
vitamines, le groupe des vitamines B comprenant la vitamine B1 (thiamine), B2 (riboflavine),
B3 (niacine), B5 (acide pantothénique), B6 (pyridoxine), B7 (biotine), B9 (acide folique),
B12 (cobalamine), la vitamine C (ou acide ascorbique), la vitamine A, la vitamine D, la
vitamine E et la vitamine K. Elles sont classées en fonction de leur solubilité dans I’eau, les
vitamines hydrosolubles comprennent la vitamine C et le groupe des vitamines B et les
vitamines liposolubles comprennent les vitamines A, D, E et K. Les vitamines B sont les
précurseurs de plusieurs coenzymes ayant une action bien spécifique et agissent en synergie
dans I’organisme pour assurer les fonctions métaboliques [20]. Les vitamines C et E (Figure
2), de par leurs propriétés réductrices, sont de puissants antioxydants capables de piéger les
especes réactives. La vitamine C, hydrosoluble, protege les parties aqueuses alors que la
vitamine E, liposoluble, protége les lipides membranaires de la peroxydation lipidique. La
vitamine C est principalement apportée par les fruits frais (orange, citron pamplemousse,
fraise, cassis, ananas). La vitamine E est principalement apportée par les huiles végétales et
les noix. La vitamine D peut étre apportée par les huiles de foie de poisson ou la chair de
poissons gras, mais trés rarement par les végétaux. Elle est la seule vitamine que I’organisme

est capable de synthétiser. Elle peut étre formée au niveau de la peau a partir du 7-

13



dehydrocholestérol sous I’action des rayons ultraviolets (UV) [21]. Elle est importante dans le
processus de minéralisation des os car elle y favorise la fixation du calcium. La vitamine K
est apportée par certains légumes verts comme les choux ou les épinards. Elle joue le rdle
d’activateur des facteurs impliqués dans la coagulation sanguine. La vitamine A est apportee
sous forme de caroténoides & I’organisme. Elle est indispensable a la vision et est un agent

anti-infectieux.

CH3 CH3 CH3

Figure 2 : Molécule de la vitamine C (A) et de la vitamine E (a-tocophérol) (B)

1.1.6. Les caroténoides

Les caroténoides sont des pigments naturels responsables de la couleur jaune orangé de
certains fruits et legumes. Ce sont de puissants antioxydants capables de pieger les radicaux
libres. Les caroténoides les plus importants sont le -caroténe, 1’a-carotene, le lycopene, la
lutéine, la zeaxanthine et la B-cryptoxanthine (Figure 3). Le B-caroténe, 1’a-caroténe et la f3-
cryptoxanthine sont métabolisés au niveau du foie pour donner de la vitamine A. Les carottes,
les épinards, les citrouilles, les tomates, les papayes, les mangues, les patates douces et les

poivrons rouges sont riches en [3-carotene [2].
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B-carotene Zéaxanthine

B-cryptoxanthine

Figure 3 : Molécules de la vitamine A et des principaux caroténoides
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1.1.7. Les composés phénoliques

Les composés phénoliques constituent un large groupe de molécules classées en tant que
métabolites secondaires chez les plantes. Ces molécules sont synthétisées pendant le
développement de la plante et sont utilisées en tant que moyens de défense contre certaines
conditions de stress comme les UV ou les radiations. Les composés phénoliques sont classés
en plusieurs familles selon leurs structures : les acides phénoliques, les tanins, les lignanes, les
flavonoides, les stilbenes, les coumarines et les curcuminoides, montrés en Figure 4 [22]. Les
acides phénoliques sont classés en deux catégories : les acides hydroxybenzoiques et les
acides hydroxycinnamiques. Les acides hydroxycinnamiques tels que I’acide férulique,
I’acide sinapique, I’acide caféique et I’acide p-coumarique sont soit liés de fagon covalente a
la membrane cellulaire soit retrouvés sous forme soluble dans le cytoplasme des cellules
vegétales [23]. Les acides hydroxybenzoiques, tel que I’acide gallique, peuvent étre retrouveés
sous forme estérifiée avec une molécule de glucose pour former des polymeres aux structures
complexes, appelés tanins hydrolysables. Les flavonoides constituent la plus grande famille
de composés phénoliques et certains flavonoides peuvent étre sous forme de glycosides,
comme les quercétines glucosides. Les composés phénoliques sont de puissants antioxydants :
ils sont capables de piéger les radicaux libres ou espéces réactives. Cette activité antioxydante
dépend du nombre et de la position de leurs groupements hydroxyles (OH) [24]. Les
principales sources de composés phénoliques sont les fruits, les Iégumes, les graines dont les

Iégumineuses et les boissons (thé, café, vin, jus).

‘ Composés phénoliques ‘

Tanins ‘ ‘ Acides phénoliques ‘ ‘ Lignanes ‘ Flavonoides ‘ ‘ Stilbénes ‘ ‘ Coumarines ‘ ‘ Curcuminoides ‘
Tanins condensés Hydroxybenzoiques Ecoisolariciresinol Resveratrol Umbelliferone Curcumine
Polyméres de catéchines Acide galligue Matairesinol Piceatannal Aesculetin Demethoxycurcumine
Polymeres d'épicatéchines  Acide ellagique Medioresinol Astringine Bisdemethoxycurcumine
Tanins hydrolysables Hydroxycinnamiques
Ellagitanins Acide p-coumarigue
Gallotanins Acide caféique

Acide férulique
‘ Flavones ‘ ‘ Isoflavones ‘ ‘ Flavonols ‘ ‘ Flavan-3-ols ‘ ‘ Flavanones ‘ ‘ Anthocyanidines ‘
Apigenine Genistine Quercétine (+)-catéchine Naringenine Cyanidine
Baicaline Daidzéine Kaempférol (-)-épicatéchine Hesperetine Delphinidine
Chrysine Glycitéine Myricétine EGCG Eriodictyol

Lutecline

Figure 4 : Les grandes familles de composés phénoliques [22]
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1.1.8. Lutte contre les maladies métaboliques liées a un stress oxydant

Le stress oxydatif est provoqué par un désequilibre dans I’organisme entre les especes
réactives (ou radicaux libres) et les défenses antioxydantes de I’organisme. Les espéces
réactives ou radicaux libres peuvent étre classées en deux catégories : celles dérivées de
I’oxygéne que I’on appelle couramment les ROS (« Reactive Oxygen Species ») et celles
dérivées de I’azote, appelées RNS (« Reactive Nitrogen Species »). Les especes réactives
peuvent provenir de sources endogénes comme les mitochondries, les microsomes, les
péroxysomes, les cytochromes et certaines enzymes cytosoliques telles que la superoxyde
dismutase (SOD), la xanthine oxydase et les NADPH oxydases. En effet, la xanthine oxydase
et la SOD peuvent former de I’H202, qui peut étre neutralisé par la catalase ou la péroxydase.
Des sources exogenes comme les UV, les radiations, les pesticides et le tabac peuvent étre a
I’origine de la formation des espéces réactives [25]. En condition physiologique normale, les
especes réactives sont neutralisees par les defenses antioxydantes de I’organisme (SOD,
glutathion, catalase, etc). Mais lorsque les especes réactives deviennent trop nombreuses et
que les défenses antioxydantes de I’organisme ne peuvent plus les neutraliser, I’organisme est
en situation de stress oxydant [26].

Les radicaux libres présents en trop grande quantité, peuvent causer des dommages au niveau
de I’ADN, des protéines ou des lipides et sont responsables de plusieurs maladies
dégénératives et chroniques, telles que le diabéte, I’obésité, le cancer, les maladies
neurodégénératives ou les maladies cardio-vasculaires [1]. Ces troubles métaboliques sont
étroitement liés et définis par le syndrome métabolique. Le syndrome meétabolique fait
réference a la coprésence de facteurs a risque cardio-vasculaire, tels que la résistance a
I’insuline, I’obésité, la dyslipidémie athérogéne et I’hypertension artérielle [27-29]. Le
syndrome métabolique est donc associé a un stress oxydant [30]. Les antioxydants endogénes
ou exogenes sont capables de piéger et de neutraliser les especes réactives, et donc de réduire
les risques de ces troubles metaboliques. Les végétaux, plus particulierement les fruits et
légumes, étant trés riches en antioxydants, sont indispensables pour lutter contre ces maladies.
Afin de répondre aux attentes des consommateurs, désireux de nouveaux produits sains aux
bénéfices nutritionnels améliorés, la recherche d’aliments ou de compléments alimentaires

riches en antioxydants s’est intensifiée ces dernieres années.
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1.2. La fermentation lactique des aliments végétaux

Le consommateur est a la recherche de nouveaux aliments et boissons a haute valeur
nutritionnelle, faciles et rapides a consommer. Pour répondre a ces attentes, la fermentation
lactique de végétaux, plus précisement de fruits et légumes est en pleine voie d’expansion,
bien que tres ancienne. Les effets bénéfiques sur la santé des aliments fermentés sont de plus
en plus étudiés ; une partie de ces effets résulte de I’action des microorganismes responsables
de la fermentation sur notre organisme, I’autre partie résulte des métabolites produits pendant

la fermentation.

1.2.1. La fermentation lactique a travers le temps et I’espace

La fermentation lactique est utilisée par I’Homme depuis I’ Antiquité dans le but de conserver
les aliments facilement périssables mais aussi d’apporter de nouveaux goQts, des arémes et de
la texture. A cette époque, les seuls moyens de conservation des aliments étaient le séchage, le
fumage, le salage et la fermentation. Les premiers aliments vegétaux fermentes étaient a base
de céréales et de fruits. La fermentation alcoolique de I’orge en biére et des raisins en vin
remonterait entre 6000 et 1700 ans avant Jésus-Christ en Mésopotamie et en Egypte [6].
D’autre part, d’autres boissons alcooliques a base de riz, de miel et de fruits étaient produites
en Chine 7000 ans av. J.-C. [31]. Les concombres fermentés sont apparus 2000 av. J.-C. au
Moyen-Orient [32]. Les legumes fermentés (chou, radis, navets, concombres, betteraves) sont
apparus en Chine 300 ans av. J.-C., et servaient de repas aux ouvriers surtout pour survivre
aux périodes hivernales lors de la construction de la Muraille de Chine [33]. Il semblerait que
la choucroute européenne proviendrait de Chine, et que la « recette » fut emmenée lors de
I’invasion de I’Europe centrale par les Mongols au Xllleme siécle [32].

A I’époque, les aliments fermentaient naturellement, sans aucune maitrise du processus de
fermentation. La connaissance des microorganismes impliqués dans le processus de
fermentation est apparue bien plus tard avec la découverte de VVon Leeuwenhoek et Hooke en
1665 [34]. Puis, John Lister démontra, en 1877, le r6le d’une bactérie Bacterium lactis
(aujourd’hui Lactococcus lactis) dans les laits fermentes. Par la suite, la fermentation sera
définie par Louis Pasteur comme « La vie sans I’air ». Avec la connaissance des
microorganismes, la révolution industrielle et la concentration de fortes populations dans les
grandes villes, la production et la commercialisation d’aliments fermentés ont connu une
croissance exponentielle. Ainsi, différents types d’aliments fermentés a base de viande,

Iégumes, fruits, lait, poissons, céréales ont vu le jour et restent aujourd’hui encore, largement
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consommeés et trés appréciés partout dans le monde. Les légumes fermentés les plus
consommes en Europe et aux Etats-Unis sont les cornichons, les olives et la choucroute. La
choucroute a été importée aux Etats-Unis par les immigrants venant d’Allemagne et d’autres
pays de I’Europe. Plusieurs aliments a base de fruits ou de légumes fermentés sont

consommeés également en Asie, comme le kimchi.

1.2.2. Intérét de la fermentation lactique

La valeur nutritionnelle des végétaux, en particulier celle des fruits et des légumes, dépend de
plusieurs facteurs : du type de végétal, du cultivar, des conditions climatiques, du stade de
maturité, des conditions de récolte, de la facon dont on le prépare (frais, surgelé, cuising,
transforme, etc) et des conditions de stockage apres transformation. Apreés récolte, les fruits et
les 1égumes se décomposent trés rapidement, ils perdent ainsi plusieurs de leurs propriétés
(couleur, odeur, apparence, texture). Pendant et aprés récolte, les végétaux peuvent subir
différents types d’altération : physique, chimique, biochimique et microbiologique [28].
Aprés récolte, certains fruits continuent a mdrir. Au cours de la maturation, différentes
réactions conduisent a la destruction de la paroi cellulaire, qui provoque une destructuration
des tissus et des cellules et donc un ramollissement du fruit. D’autres processus biochimiques
sont a I’origine de la détérioration des végétaux, comme le brunissement enzymatique. Ce
phénomeéne se traduit par I’apparition de pigments bruns ou noirs et correspond a I’oxydation
des composés phénoliques en quinones par la polyphénol oxydase, en présence d’oxygéne. Le
brunissement enzymatique n’est pas une réaction spontanée, le végétal doit avoir subi un
stress ou un processus de détérioration (déchirure de la peau). Les fruits et les légumes
présentent a leur surface différents types de microorganismes. Avec des conditions
favorables, ces derniers, en particulier les moisissures et les champignons se développent et
conduisent ainsi a un pourrissement du végétal. Les fruits et légumes sont aussi sensibles a
des attaques d’insectes et les pertes sont augmentées lorsque les fruits ou légumes subissent
des chocs mécaniques. Ainsi, les fruits et légumes récoltés avec une forte saisonnalité sont
souvent associés a de grosses pertes de production. A cause de leur faible durée de
conservation, les fruits et les Iégumes sont, dans la plupart des cas, transformés afin de réduire
les pertes de production. Les fruits et les Iégumes peuvent étre transformés sous forme de jus,
de confiture, de purée, de concentré, de soupe, de salade, préparés en morceaux, hachés, en
conserves ou séchés. Ces procédes ont pour but d’allonger la durée de conservation des fruits

et des légumes et de les rendre disponibles a la consommation sur une période étendue.
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Cependant, les procédés de transformation peuvent affecter la valeur nutritionnelle des
végetaux, de fagon positive ou négative, que ce soient les procédés thermiques (blanchiment,
pasteurisation, stérilisation, sechage) ou non (fermentation, ultrasons, ultraviolet, haute
pression, champ électrique pulsé), de préparation (lavage, épluchage, cuisson) ou de
conservation (conserve, séchage) [35]. Les composés hydrosolubles (vitamines C et B et
certains composés phénoliques) sont fortement affectés lors des traitements thermiques. Ainsi,
une diminution de I’activité antioxydante est souvent observée aprés transformation. De la
purée de fraise traitée a 70°C pendant 2 min a perdu 22,6 % de sa teneur en vitamine C et 25
% de son activité antioxydante, mais aucune perte n’a été observée pour les composés
phénoliques [4]. La cuisson de fleurs de brocoli au microondes pendant 300 s a montré des
pertes de 71,9 % en composés phénoliques, 65,9 % en vitamine C et 22,9 % en caroténoides
[5]. En revanche, une augmentation de I’activité antioxydante et de la teneur en lycopene a été
observée pour des tomates traitées & 88°C pendant 30 min [36]. Ces effets peuvent varier en
fonction du processus de transformation mais aussi en fonction du végétal.

Pour réduire les pertes nutritionnelles lors de la transformation des végétaux, de nouvelles
technologies sont developpées, comme les traitements a haute pression, les radiations par
ionisation et les champs électriques pulsés, qui conduisent & une diminution moins marquée
des composés nutritionnels en comparaison avec les traitements thermiques [4,9].

Parmi les autres procédés de transformation permettant de réduire les pertes nutritionnelles, la
fermentation lactique, un procédé non thermique, mérite d’étre exploité pour I’obtention
d’aliments végétaux a haute valeur nutritionnelle. La fermentation lactique est un processus
métabolique réalisé par les bactéries lactiques permettant de convertir les glucides de
I’aliment en acide lactique ou un mélange d’acide lactique, d’acide acétique, d’éthanol et de
COo». La production de ces composes permet d’allonger la durée de conservation en limitant la
croissance des microorganismes contaminants et pathogénes. La fermentation lactique permet
de mieux préserver les minéraux, les vitamines et les composés phénoliques, préservant ainsi
les propriétés antioxydantes de I’aliment. Elle permet de dégrader les composés
antinutritionnels ou les composés difficilement assimilables par I’organisme, comme I’acide
phytique ou les tanins. Il a été démontré que la fermentation lactique d’une légumineuse
(Vigna sinensis) permettait d’augmenter la concentration de plusieurs composés phénoliques
(acide gallique, acide vanillique, quercétine, acide férulique, acide hydroxybenzoique) [37].
La fermentation lactique permet de mieux preserver la teneur en vitamine C, en glutathion, en

composés phénoliques ainsi que I’activité antioxydante de smoothies et de jus de tomate
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[7,38]. La fermentation lactique a permis également d’augmenter la teneur en vitamine C, en

composés phénoliques et I’activité antioxydante de jus de grenade [39], de jus de carotte,

d’haricot et de courgette [40] et de lait de soja [41]. La fermentation lactique est donc un

procédé technologique pour I’obtention d’aliments vegétaux riches en antioxydants, et entre

parfaitement dans le concept de la lutte contre le diabéte et I’obésité, constituant également

une voie alternative pour la transformation des végétaux.

1.2.3. Quelques produits végétaux fermentés a travers le monde

Les aliments fermentés a base de végétaux sont consommeés partout dans le monde, d’une part

gréce a leur saveur et goGts uniques et d’autre part grace a leurs effets bénéfiques pour notre

organisme. lls peuvent étre classés en plusieurs catégories en fonction de leur composition :

- Les produits a base de fruits et Iégumes (olives, chou, chou-fleur, radis, concombre)

- Les produits a base de céréales (mais, riz, millet)

- Les produits a base de légumineuses (soja, haricots)

- Les produits a base de racines et tubercules (manioc, patate douces)

- Les boissons (thé, riz, céréales)

Quelques exemples de ces aliments les plus connus sont présentés dans le tableau 1.

Tableau 1 : Exemples de produits végétaux fermentés consommeés dans le Monde

Produit fermenté Pays Fruit/Légume/Légumineuse/Végétal

Almagro Espagne Aubergine

Choucroute Monde entier Chou

Concombres Europe, Etats-Unis Concombre

Dhamuoi Vietnam Chou et autres légumes

Fu-tsai Taiwan Moutarde

Fufu Nigeria Manioc

Gari Afrique de I’Ouest Manioc

Gundruk Népal, Inde Chou, radis, moutarde, chou-fleur

Jiang-gua Taiwan Concombre

Khalpi Népal Concombre

Kimchi Corée Chou chinois, radis, gingembre, autres
légumes

Kanji (boisson) Inde Racines de betterave et carotte

Kombucha (boisson) Chine Thé

Kocho Ethiopie False banana

Lafun Nigéria Manioc

Olive Monde entier Olives

Ogi Nigéria Mais, sorgo, millet
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Sinki Inde, Népal Radis

Suan-tsai Taiwan Chou chinois, chou, feuilles de moutarde
Tempoyak Malaisie Durian

Yan-taozih Chine, Taiwan Péches

Yan-tsai-chin Taiwan Brocoli

Tursu Turquie Concombre, chou, tomates vertes, poivrons

verts et autres légumes

La choucroute

La choucroute est obtenue par fermentation lactique de chou blanc (Brassica oleracea var.
capitata L. f. alba). Le chou blanc émincé est méelangé avec du sel puis le tout est presse dans
une cuve appropriée. Le mélange peut étre couvert par un film alimentaire sur lequel de I’eau
est versée pour empécher I’air d’entrer dans la cuve. La choucroute est obtenue de fagon
naturelle en laissant le chou fermenter spontanément en anaérobiose. Le jus issu de la
pression du chou et du sel sert de substrat pour la croissance de bactéries lactiques présentes
naturellement a la surface du chou. Les especes Lc. mesenteroides, Lb. brevis, Lb. plantarum
et Pc. cerevisiae sont responsables de la fermentation de la choucroute. Cette fermentation
conduit a une rapide diminution du pH et conduit ainsi aux propriétés sensorielles
caractéristiques de la choucroute. La quantité de bactéries lactiques présentes initialement a la
surface du chou doit étre suffisamment importante pour permettre une croissance rapide des
bactéries et une rapide diminution du pH.

Le kimchi

Le kimchi est un des aliments fermentés a base de légumes les plus consommés en Coreée et
autres pays asiatiques, comme la Chine et le Japon. Le kimchi est un aliment traditionnel
coréen obtenu par la fermentation de Iégumes comme du chou chinois (Brassica rapa subsp.
pekinensis), du radis, des concombres avec plusieurs autres ingrédients comme du sel, de la
poudre de poivron rouge, du gingembre, de I’ail et des poireaux. La fermentation du kimchi
est conduite par des bactéries lactiques qui produisent divers composés comme des acides
organiques, du CO2, de I’éthanol, des vitamines, des composés antimicrobiens et des
composés aromatiques [42]. Le kimchi est fermenté par plusieurs espéces des genres
Leuconostoc, Weissella, Lactobacillus et Pediococcus, mais les especes Lc. mesenteroides et
Lb. plantarum sont dominantes. Le kimchi est également connu pour ses proprietés

antioxydantes, antidiabétiques et ses effets contre I’obésité, le cancer et I’athérosclérose [43].
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Le kombucha

Le kombucha est une boisson rafraichissante originaire de Chine, obtenue par fermentation du
thé (Camelia sinensis) et du sucre par un mélange de bactéries acétiques et de levures. Les
especes présentes appartiennent aux genres Acetobacter et Gluconobacter pour les bactéries
acétiques et Saccharomyces, Saccharomycodes, Schizosaccharomyces, Zygosaccharomyces,
Brettanomyces/Dekkera, Candida, Torulospora, Koleckera, Pichia, Mycotorula et
Mycoderma pour les levures [44]. Les feuilles de thé sont plongees dans de I’eau bouillante et
sont laissees infuser pendant 10 min. Les feuilles sont ensuite enlevées et du saccharose est
ajouté. Le mélange est refroidi puis introduit dans un grand récipient, du vinaigre ou du
Kombucha déja préparé est ajouté au mélange. Le mélange est incubé a température ambiante
(entre 20°C et 30°C) pendant une a huit semaines. Pendant cette période de fermentation, les
champignons se développent a la surface. Aprés fermentation, I’amas de champignon est
enlevé et la boisson est stockée a 4°C [45].

1.3. Les bactéries lactiques

Les bactéries lactiques constituent I’'un des groupes de microorganismes le plus largement
utilisé dans la production de divers types d’aliments fermentés. Le groupe des bactéries
lactiques est un groupe de microorganismes trés diversifiés caractérisés par la formation

d’acide lactique en tant que métabolite primaire du métabolisme des sucres.

1.3.1. Principales caractéristiques

Les bactéries lactiques sont des microorganismes capables de fermenter les sucres
(principalement le glucose) en acide. Le principal produit de la réaction est I’acide lactique.
Elles sont a Gram positif, ne forment pas de spores, se présentent sous forme de coques, de
bacilles ou de bacilles arrondis (Figure 5) et possédent dans leur ADN une faible proportion
de bases guanine — cytosine (GC % < 50). Les bactéries lactiques sont généralement catalase
négative, mais certaines possedent une pseudo-catalase. Elles sont anaérobies mais
aérotolérantes. Elles requierent la présence d’acides aminés, d’acides gras, de vitamines et de
minéraux pour leur croissance. Elles fermentent différents types de substrats : lait, fruits,
légumes, céréales, poisson, viandes etc. Elles peuvent étre retrouvées dans I’estomac et les
intestins d’animaux et des étres humains ou dans I’environnement. Leur capacité d’adaptation

et de survie a une grande variété d’environnement est sans doute a I’origine de leur grande
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diversité de meétabolismes. Elles sont classées en deux catégories selon leur voie de
métabolisation des glucides : homo-fermentaire (ou homolactique) ou hétéro-fermentaire (ou

hétéro-lactique).

A Weissella cibaria B Lactobacillus plantarum C Leuconostoc mesenteroides
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Figure 5 : Bactéries lactiques sous forme de bacilles arrondies (A), de bacilles (B) ou de
coques (C), colorées au bleu de méthylene

La voie homo-fermentaire

Dans la voie homo-fermentaire, le principal produit final est le lactate. La voie homo-
fermentaire empreinte la voie de la glycolyse ou voie de Embden-Meyerhof-Parnas (EMP).
Lors de cette étape, le glucose est converti en deux molécules de pyruvate, avec
phosphorylation de deux molécules d’ADP en ATP. Le pyruvate est ensuite converti en
lactate par la lactate deshydrogénase, ce qui permet la réoxydation des cofacteurs. La réaction
bilan est la suivante :
Glucose + 2 ADP + 2 P; — 2 lactate + 2 ATP

Les genres Lactobacillus, Lactococcus, Enterococcus, Streptococcus et Pediococcus
constituent quelques genres de bactéries lactique homo-fermentaires [46,47]. Selon I’espece,
les Lactobacillus peuvent étre soit homo-fermentaires soit hétéro-fermentaires. Par exemple,
Lb. delbrueckii, Lb. acidophilus et Lb. helveticus sont quelques espéces Lactobacillus homo-
fermentaires.

La voie hétéro-fermentaire

Dans la voie hétéro-fermentaire, en plus de I’acide lactique, du dioxyde de carbone (CO>), de
I’éthanol ou de I’acétate peuvent étre également produits. La voie hétéro-fermentaire
empreinte la voie des pentoses phosphate pour convertir le glucose. Le bilan de la réaction est
le suivant :

Glucose + ADP + P; — éthanol + lactate + CO, + ATP + acétate
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Parmi les bactéries hétéro-fermentaires, on retrouve les genres Leuconostoc, Weissella,
Oenococcus et certaines especes de Lactobacillus. Lb. brevis, Lb. hilgardii sont parmi les
especes Lactobacillus hétéro-fermentaires. Lb. plantarum, Lb. paraplantarum et Lb. pentosus
sont hétéro-fermentaires facultatives. L’éthanol est le composé le plus important pour
I’obtention de boissons alcoolisées, telles que le vin ou la biére. La production de dioxyde de
carbone apporte des caractéristiques sensorielles particuliéres au produit, comme un effet
pétillant ou rafraichissant. Le CO; participe egalement a la levée de la pate a pain pendant la
fermentation et permet d’obtenir une texture aérée. Certaines bactéries lactiques sont capables

de produire une part d’acide acétique également.

1.3.2. Taxonomie

Les bactéries lactiques appartiennent au phylum XIII des Firmicutes, la classe I des Bacilli et
I’ordre 1l des Lactobacillales. Il existe plus de 500 espéces de bactéries lactiques classées
sous forme de genres répartis en six grande familles [48] :

- Lactobacillaceae qui comprend les genres Lactobacillus et Pediococcus.

- Aerococcacea qui comprend les genres Abiotrophia, Aerococcus, Dolosicoccus,
Eremococcus, Facklamia, Globicatella et Ignavigranum.

- Carnobacteriaceae qui comprend les genres Alkalibacterium, Allofustis, Alloiococcus,
Atopobacter, Atopococcus, Atopostipes, Carnobacterium, Desemzia, Dolosigranulum,
Granlucatella, Isobaculum, Lacticigenium, Marinilactibacillus, Pisciglobus et
Trichococcus.

- Enterococcaceae qui comprend les genres Bavariicoccus, Catellicoccus,
Enterococcus, Melissococcus, Pilibacter, Tetragenococcus et Vagococcus.

- Leuconostocaceae qui comprend les genres Leuconostoc, Fructobacillus, Oenococcus
et Weissella.

- Streptococcaceae qui comprend les genres Lactococcus, Lactovum et Streptococcus.

1.3.3. Les molécules d’intérét

Pendant la fermentation, les bactéries lactiques synthétisent un certain nombre de composes
qui permettent d’allonger la durée de conservation de I’aliment et d’améliorer les propriétés

sanitaires, sensorielles et nutritionnelles.
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1.3.3.1. L’acide lactique

L’ acide lactique, de formule chimique CsHeOs, devient en solution aqueuse I’ion lactate
CH3CH(OH)COO, son pKa est de 3,86. Deux isoméres d’acide lactique peuvent étre produits
pendant la fermentation, I’isomere D(-) ou I’isomére L(+) (Figure 6). L’isomére L(+) est
assimilé par les cellules intestinales et utilisé pendant les activités métaboliques chez
I’lhumain. Au contraire, I’isomere D(-) n’est pas assimilé et est éliminé par les reins sous
forme de sels [48]. Les acides organiques ont un effet antimicrobien et assurent une sécurité
sanitaire des produits fermentés. Sous forme non ionisée, ils entrent dans les cellules par
diffusion simple. Aux pH intracellulaires, ils sont ionisés et ne peuvent plus sortir de la cellule
par diffusion. lls interferent avec le maintien du potentiel de la membrane cellulaire, en
inhibant le transport actif, en réduisant le pH intracellulaire et en inhibant certaines fonctions

métaboliques [49].
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Figure 6 : Steréoisomeres L(+) et D(-) de I'acide lactique

1.3.3.2. Les exo-polysaccharides

Pendant la fermentation, les bactéries lactiques peuvent synthétiser des polysaccharides de
surface. Ces polysaccharides sont soit excrétés dans leur milieu environnant, et sont appelés
exo-polysaccharides (EPS). Soit, ils restent attachés a la surface de la cellule sous forme de
capsules et sont appelés polysaccharides capsulaires (PSC) [50]. Ce sont des polymeéres de
sucres classés en deux catégories: les hétéro-polysaccharides (HePS) et les homo-
polysaccharides (HoPS). Les HePS sont composés de plusieurs types de sucres comme du
glucose, du galactose, du rhamnose, du mannose, du N-acétylglucosamine ou de I’acide
glucuronique. Les HoPS sont composes d’un seul type de monosaccharide et sont classés en
quatre catégories : les a-D-glucanes, les B-D-glucanes, les fructanes et les polygalactanes
[51]. Les especes Lactobacillus, Leuconostoc, Weissella, Lactococcus et Streptococcus sont

connues pour synthétiser des EPS.
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Les EPS dans I’industrie alimentaire

Dans I’industrie alimentaire les bactéries lactiques productrices d’EPS sont utilisees pour
augmenter la viscosité et ameéliorer la texture. Les EPS produits agissent en tant qu’agent
gélifiant, épaississant, émulsifiant et stabilisant. Ils sont utilisés pour améliorer la texture des
produits laitiers tels que les yaourts, les fromages, les crémes etc. [52]. Un dextrane (autre
nom de glucane) produit par Leuconostoc mesenteroides a bénéficie d’un avis positif de
I’EFSA (European Food Safety Authority — Autorité européenne de sécurité des aliments)
mais n’est pas encore inscrit dans la liste positive des additifs alimentaires autorisés en
France.

Bénéfices nutritionnels des EPS

Le role des EPS pour les bactéries lactiques n’est pas encore clairement compris mais ils
serviraient de moyens de défense contre des conditions de stress (stress osmotique,
antibiotiques, molécules toxiques) [53]. Plusieurs études ont montré I’effet antioxydant des
EPS, capables de neutraliser les ROS [54-56]. De plus, les EPS ont montré plusieurs effets
bénéfiques pour I’Homme, au niveau su systéme immunitaire, de I’estomac, du sang et de

I”intestin, schématises en Figure 7.
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Figure 7 : Représentation schématique des possibles effets bénéfiques des EPS au niveau de
I'organisme humain, d’apres [51]
1.3.3.3. Les bactériocines

Les bactériocines sont des protéines ou peptides antibactériens produites par certaines

bactéries lactiques qui inhibent la croissance de certaines bactéries a Gram (+) ou (-). Elles
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peuvent étre également actives contre les bactéries lactiques. Les bactériocines sont classées
en trois classes en fonction de leur composition et de leur structure [57,58] :

- Classe I: Les lantibiotiques. Ce sont de petits peptides (< 5 kDa) stables a la chaleur
contenant des acides amines tels que la lanthionine ou la méthyllanthionine. La nisine
(E234), qui est actuellement la seule bactériocine autorisée comme additif dans
I’industrie alimentaire appartient a cette classe.

- Classe Il : Les non-lantibiotiques. Les bactériocines de classe 11 sont de petits peptides
(< 10 kDa), relativement stables a la chaleur ne contenant pas de lanthionine. Elles
sont divisées en quatre sous-classes : Ila, Ilb, llc et Ild. La classe Ila comprend de
petits peptides thermiquement stables, synthétisés sous forme de précurseurs et actifs
contre Listeria. La classe Ilb comprend les bactériocines composées de deux différents
peptides. La classe Ilc comprend les bactériocines formant une structure circulaire, les
deux extrémités N et C-terminales étant liées de facon covalente. La classe Ild inclut
les autres bactériocines de classe Il ne pouvant pas étre inclues dans les précédentes
sous-classes, les bactériocines ne possédant pas de peptides signales et les
bactériocines sec-dépendantes. Celles-ci possédent le peptide signal sec qui leur
permet de traverser la membrane cytoplasmique par la voie sec-dépendante.

- Classe 11 : Grosses molécules sensibles a la chaleur (> 30 kDa).

Les bactéries lactiques appartenant aux genres Lactobacillus, Leuconostoc, Lactococcus,
Pediococcus, Enterococcus et Weissella sont connues pour produire des bactériocines. Les
bactériocines sont généralement nommées en fonction de I’espéce. Par exemple, les
leucocines, les pédiocines, les entérocines et les weissellicines sont les bactériocines produites

par les genres Leuconostoc, Pediococcus, Enterococcus et Weissella, respectivement.

1.3.3.4. Autres substances antimicrobiennes

Pendant le processus de fermentation, les bactéries lactiques produisent d’autres composés
antimicrobiens qui inhibent la croissance d’autres microorganismes potentiellement
pathogenes ou contaminants, comme les acide organiques, le peroxyde d’hydrogene (H205),
le CO, le diacétyl. Les acides organiques, tels que I’acide lactique ou I’acide acétique
possédent une action antimicrobienne contre les levures et les bactéries a gram positif ou
négatif [59]. Le cofacteur NAD peut réagir avec I’oxygéne pour former du peroxyde
d’hydrogéne (H207) [60]. Le peroxyde d’hydrogene est toxique pour les bactéries & Gram
positif y compris pour les bactéries lactiques, elles-mémes. La peroxydation des lipides
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membranaires et I’oxydation des acides nucléiques bactériens peuvent étre a I’origine de la
toxicité du H2O,. Le diacétyl contribue aux propriétés sensorielles caractéristiques du beurre
et des fromages. Il posséde une action antimicrobienne contre les bactéries a Gram négatif et
les levures, et plus faiblement contre les bactéries a Gram positif [61]. En revanche, le
diacétyl possede un seuil de perception trés bas et n’est pas désirable dans certains aliments,
comme la biére [61].

1.4. Bénéfices nutritionnels et effets santé des aliments végétaux fermentés

1.4.1. La préservation et la durée de conservation

La durée de conservation d’un aliment est définie comme la période pendant laquelle
I’aliment reste consommable, sOr pour la santé, sans aucun risque pathogéne (innocuité) et
gardant I’ensemble de ses propriétés sensorielles et nutritionnelles (salubrité). Plusieurs
facteurs peuvent affecter la durée de conservation d’un aliment comme le pH, I’activité de
I’eau, la quantité d’oxygéne disponible et la microflore de I’aliment. D’autre part, les fruits et
les 1égumes frais sont associés a plusieurs dangers pathogénes, tels que les salmonelles ou
E. coli.

L’augmentation de la durée de conservation est le principal objectif de la fermentation
lactique. La production d’acide pendant la fermentation diminue le pH et crée un
environnement acide non propice a la croissance des autres microorganismes contaminants et
pathogenes. Une étude réalisée sur de la purée de poire fermentée par Lc. mesenteroides a
montrée que la purée fermentée se conservait a 4°C pendant 21 jours. Contrairement a la purée
fermentée, la purée témoin (non fermentée) a été caractérisée par un développement important
de levures et d’entérobactéries [62]. Les mémes résultats ont été observés pour un smoothie a
base de fruits et/ou légumes fermentés par W. cibaria et des souches Lactobacillus apres 30
jours de conservation a 4°C [7]. De plus, la production de bactériocines par certaines bactéries
lactiques joue un réle considérable dans la préservation du produit. La biopréservation, aussi
appelée bioconservation, est une méthode de préservation des aliments par des
microorganismes, appelés cultures protectrices [63]. Cette méthode consiste a inoculer
I’aliment avec un microorganisme non pathogene, capable d’inhiber la croissance des
microorganismes indésirables tout en préservant les caractéristiques sensorielles du produit.
De par leurs propriétés antibactériennes (bactériocines et autres composés antimicrobiens) et
leurs effets bénéfiques pour la santé, les bactéries lactiques sont de potentiels candidats pour

la biopréservation des aliments [64].
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1.4.2. L’élimination des composés antinutritionnels

Les végetaux peuvent contenir plusieurs facteurs antinutritionnels comme les saponines, les
tanins, les inhibiteurs enzymatiques (anti-protéase, anti-amylase, anti-invertase, anti-trypsine),
les oxalates, I’acide phytique, les lectines ou les glucosides cyanogéniques [65]. lls sont
appelés antinutritionnels car ils interferent avec I’absorption des nutriments. L’acide phytique
est présent dans les céréales et les graines oléagineuses et constitue, chez les plantes, la forme
de stockage principale de phosphore. Avec ses six groupements phosphate, I’acide phytique
peut former des complexes avec les ions métaux (Zn?*, Fe?*, Ca?*, Mg?*, Mn?*, Cu?*) (Figure
8), diminuant ainsi la biodisponibilité de ces minéeraux. Par cette caractéristique, I’acide

phytique est considéré comme un facteur antinutritionnel [66,67].

i
g0-P=0
'
OH

Figure 8 : Molécule d'acide phytique (A) et complexe formé entre l'acide phytique et les
métaux (B)

La teneur en acide phytique est passée de 11,6 umol.g?, 14,7 umol.g* et 12,9 umol.gt 4 0,2
umol.g?, 0,1 pmol.g? et 7,2 umol.g? dans des graines de seigle, de blé et d’avoine,
respectivement, aprés 24 h de fermentation lactique [66]. La fermentation a permis d’éliminer
85,5 % en inhibiteur anti-trypsine présent dans les flocons de soja [68]. Une diminution de 80
a 90 % en acide phytique a été observée apres fermentation d’une pate a pain par des bactéries
lactiques (Lb. plantarum, Lb. brevis et Lb. curvatus) [69].

Les glucosides cyanogéniques (GC) (linamarine et lotaustraline), présents naturellement dans
le manioc, sont considérés comme des facteurs antinutritionnels. Le manioc est consommeé en
Afrique, en Ameérique latine et en Asie comme aliment de base. Il est transformé avant
consommation a cause de la forte toxicité des cyanogénes [70,71]. Plusieurs aliments obtenus
par fermentation du manioc, comme le Gari, le Fufu ou le Lafun sont consommés en Afrique.
Une réduction de 77,53 % en GC a été observée aprées fermentation lactique de manioc [72].
Au bout de 29 h de fermentation de manioc par une souche de Lb. plantarum, tous les GC
étaient dégradés [73]. La dégradation des GC est possible grace a une enzyme, la linamarase

(ou B-glucosidase). Cette enzyme dégrade la linamarine en cyanhydrine, qui une fois
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hydrolysée libére du cyanure d’hydrogéene (CNH) (Figure 9). Le CNH est volatil et donc
rapidement éliminé lors de la transformation du manioc. La linamarase est présente
naturellement dans le manioc mais est active a pH 5,5 [70]. La fermentation lactique permet
de maintenir un environnement acide qui est favorable a I’activité de cette enzyme. De plus,
certaines bactéries lactiques possédent 1’enzyme B-glucosidase, qui permet de réduire le taux
de GC pendant la fermentation [73]. La fermentation lactique est donc un procédé permettant
de réduire considérablement la quantité de facteurs antinutritionnels présents dans les

vegétaux.
Evgporates
HO during

2 CH, processing
Linamarase t High temp & pH
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cyanohydrin cyanide

Figure 9 : Mécanisme de dégradation de la linamarine (GC) par la linamarase

En général, les composes antinutritionnels sont majoritairement présents dans les céréales, les
graines et les tubercules, les fruits et les [égumes ne contiennent que trés peu de composés
antinutritionnels. En revanche, les tanins présents sous forme de gros polymeéres aux
structures complexes peuvent étre considérés comme des composés antinutritionnels. La
biodisponibilité des tanins dépend de leur degré de polymérisation et leur absorption au

niveau de I’intestin [74].

1.4.3. L’amélioration des propriétés sensorielles

Les produits fermentés sont caractérisés par des textures, des saveurs, des odeurs et des godts
uniques. Les propriétés sensorielles des aliments fermentés résultent des molécules et des
métabolites produits pendant la fermentation (EPS, composés aromatiques, acides organiques
etc). Les composés aromatiques formés pendant la fermentation peuvent étre des alcools, des
aldéhydes, des cétones, des esters, des acides gras ou des composés sulfurés [75], issus du
catabolisme des glucides, des protéines et des lipides de I’aliment. Des smoothies fermentés
ont été préférés comparés aux non fermentes grace a leur saveur, leur douceur et leur texture
[7]. Les profils sensoriels des smoothies fermentés et non fermentes sont illustrés dans la
Figure 10. Il a été démontré que la fermentation lactique de jus de tomate augmentait sa

viscosité et produisait des composés aromatiques, tels que des alcools, des esters, des cétones,
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des alcanes et des terpenes [38]. Une fermentation lactique avec des souches Lactobacillus,
Leuconostoc et Weissella, productrices d’EPS, a augmenté la viscosité de purée de carotte de

80 % a 280 %, la rendant ainsi plus épaisse et plus élastique [76].

flavor

——  Smoothie fruits rouges fermenté
overall acceptability Smaoothie fruits et [gumes verts fermenté
= — = Smoothie fruits rouges non fermenté

Smoothie fruits et [égumes verts non fermenté

dppearance sweetness

texture astringency

Figure 10 : Profil sensoriel comparatif de smoothies fermentés et non fermentés [7]

1.4.4. La préservation des minéraux et des vitamines

En dégradant I’acide phytique, la fermentation lactique conduit ainsi a une meilleure
biodisponibilité des minéraux. Une souche de Lc. mesenteroides a été utilisée pour fermenter
un milieu contenant de la farine de blé entier et de I’eau. Au cours de la fermentation, les
concentrations en ions Ca?* et Mg?* solubles augmentaient, corrélées a une nette diminution
de la teneur en acide phytique [77]. La fermentation de lait de soja par des souches de
Lactobacillus a conduit a une meilleure biodisponibilité du calcium, du magnésium et du zinc.
De plus, la concentration en vitamines B, riboflavine et niacine augmentait au cours de la
fermentation [78]. Les effets de différents processus de transformation de mais sur la
biodisponibilité du fer ont été étudiés. Le mais a été chauffé pour obtenir du porridge,
décortiqué pour obtenir des galettes (arepa), fermenté pour obtenir un produit appelé ogi et
nixtamalisé (cuisson dans une solution alcaline) pour obtenir des tortillas. La fermentation est
le seul procédé ou I’augmentation de la biodisponibilite du fer a été significative (12 %) [79].
Les bactéries lactiques sont également capables de synthétiser des vitamines (essentiellement
du groupe des vitamines B), et Iutilisation de cette capacité est une voie intéressante pour

obtenir des aliments aux propriétes nutritionnelles ameliorées [20,80].
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1.4.5. L’amélioration de la digestibilité

Certaines bactéries lactiques possedent plusieurs enzymes intracellulaires et extracellulaires
permettant de mieux digérer les aliments comme les a-amylases, les pectinases, les phytases
et les protéinases. Ces bactéries lactiques utilisent I’a-amylase pour hydrolyser I’amidon, et
transforment les molécules de glucose ainsi libérées en acide lactiqgue au cours de la
fermentation [81]. Les protéases permettent d’hydrolyser les protéines végétales pendant la

fermentation et certains composés indigestes comme les composes sulfurés.

1.4.6. Les probiotiques

Ces dernieres années, la recherche d’aliments bénéfiques pour la santé s’est intensifiée. Les
fibres alimentaires intéressent de plus en plus les scientifiques. Les fibres alimentaires sont
fermentées par la microflore intestinale et constituent donc une source d’énergie pour ces
bactéries. De récentes études ont montré que la composition et la croissance des bacteries
intestinales pouvaient étre influencées par la quantité et le type de fibre alimentaire ingérée
par I’organisme [82]. De par ces observations, le terme prébiotique a été créé. Un prébiotique
est défini comme un ingrédient qui modifie la composition et/ou I’activité du microbiote
intestinal en apportant des effets bénéfiques pour la santé de I’hGte. Parmi les ingrédients
utilisés en tant que prébiotiques, on retrouve les galacto-oligosaccharides ou les fructo-
oligosaccharides [83]. Les travaux portant sur I’étude du microbiote intestinal se sont
multipliés et certains aliments fermentés, comme le yaourt, ont été associés a des effets
bénéfiques pour le transit intestinal. Ces effets benéfiques sont associés plus precisement aux
bactéries lactiques présentes dans ces aliments et le terme probiotique leur a été attribué. Un
probiotique est un organisme vivant qui, une fois ingéré en quantité suffisante, exerce
plusieurs activités bénéfiques pour I’hote, en particulier sur le transit intestinal [84]. Plusieurs
especes de bactéries lactiques sont considérées comme des probiotiques telles que:
Lb. plantarum, Lb. acidophilus, Lb. brevis, Lb. casei, Lb. fermentum, Lb. helveticus,
Bifidobacterium bifidum, Bb. longum, Bb. infantis ou encore Lactococcus lactis. Ces especes
sont souvent retrouvées dans les aliments fermentes, mais un aliment fermenté ne contient pas
forcément des probiotiques. Les proprietés benéfiques des probiotiques incluent : une action
antimicrobienne contre les agents pathogénes, ne pas étre reconnus comme un corps étranger
par le systtme immunitaire de I’hote, posséder des propriétés antimutagéne et anti-

carcinogene et améliorer le transit intestinal.
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1.4.7. Augmentation des capacités antioxydantes

L augmentation de I’activité antioxydante observée pendant la fermentation lactique est
principalement due a la dépolymérisation de composés phénoliques [8]. Pendant la
fermentation lactique des végétaux, les bactéries lactiques sont capables d’hydrolyser les
composés phénoliques présents sous forme de polymeéres, libérant ainsi des molécules
bioactives en augmentant leur biodisponibilité. Plusieurs enzymes impliquées dans ces
mécanismes d’hydrolyses ont été caractérisées, telles que la féruloyl estérase, la f-
glucosidase, la tanase et la phenolic acid decarboxylase (PAD) [85]. Les B-glucosidases
hydrolysent les liaisons B-glucosidiques des oligosaccharides, des pigments, des glucosides
cyanogéniques. La tanase hydrolyse les liaisons ester présentes dans les gallotanins, les
polymeres de tanins et les esters d’acide gallique [86]. Les féruloyl estérases hydrolysent les
liaisons esters présentes dans les polymeres d’acides hydroxycinnamiques, libérant ainsi de
I’acide férulique, de I’acide caféique ou de I’acide p-coumarique [87]. La PAD catalyse la
décarboxylation des acides hydroxycinnamiques (acide caféique, acide p-coumarique, acide
férulique) en leur dérivés vinyl (vinylcatéchol, p-vinylphénol, vinylguaiacol, respectivement)
[88].

Une métabolisation des composés phénoliques corrélée a une augmentation de I’activité
antioxydante a été observée pendant la fermentation lactique du thé [89]. La métabolisation
des acides protocatechuique, caféique et p-coumarique en catéchol, vinyl catechol, acide
dihydrocaféique et p-vinylphénol par des espéces Lactobacillus a été démontrée [90].
L activité feruloyl estérase a été détectée chez certaines bactéries lactiques, essentiellement
des Lactobacillus : Lb. plantarum, Lb. reuteri et Lb. fermentum [23,91]. Apres fermentation
lactique du niébé (ou cornille, espéce végétale originaire d’Afrique), plusieurs nouveaux
composés phénoliques qui n’étaient pas present a I’origine dans le produit frais, sont apparus
tels que le tyrosol et la quercétine. De plus, la teneur de certains glycosides de quercétine a
diminué [37].
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CHAPITRE Il : Ecosystemes microbiens des fruits et légumes
fermentés

Aprés avoir décrit les principaux aspects de la fermentation lactique des végetaux, nous allons
a présent nous intéresser davantage a la fermentation lactique des fruits et des légumes, les
parametres qui influencent la fermentation et les microorganismes responsables de cette
fermentation, plus particulierement les bactéries lactiques. Deux types de fermentation
lactique seront présentés dans ce chapitre en expliquant le réle des bactéries lactiques.
Les fruits et les Iégumes fermentés peuvent étre classés selon les catégories suivantes :

- Les légumes-racines : carottes, navets, betterave, radis, céleri, patate douce, pousses de

bambou

- Les légumes-fruits : concombres, olives, tomates, poivrons, gombo, les pois verts

- Les légumes-feuilles : chou, chou-fleur, brocoli, feuilles de moutarde, épinard, laitue

- Les fruits : pomme, poires, mangues immatures, citrons, banane
Ils peuvent étre fermentés entiers, ou éminces, en saumure ou sous forme de jus ou de
smoothies. Les smoothies ou frappés aux fruits sont des boissons a base de fruits et/ou de
Iégumes mixés (avec les fibres), parfois mélangés a des jus de fruits. Indépendamment du
type de produit, plusieurs parametres environnementaux sont a prendre en compte avant
méme de commencer le processus de fermentation : le pH, la température, la teneur en sucres

et en sels, la composition de I’aliment et le type de fermentation choisi.

11.1. Pilotage de la fermentation lactique des fruits et des légumes

11.1.1. Effet du pH

L’acidité est une des caractéristiques principales des produits fermentés (choucroute, olive,
vin, etc). Comme nous I’avons vu précédemment, il s’agit d’un facteur clé dans la
préservation et la conservation des aliments fermentés. Cependant, certains végétaux sont tres
acides (ananas, orange, citron, pomme, groseille, tomate, etc). La fermentation de ces types de
vegétaux peut constituer une forme de stress pour les bactéries lactiques, certaines bactéries
lactiques étant plus tolérantes que d’autres. La plupart des bactéries lactiques requiert un pH
entre 5 et 9 pour leur croissance [92], mais certaines espéces des genres Lactobacillus,
Leuconostoc, Weissella et Enterococcus sont capables de croitre a un pH inférieur a 4. Du jus

d’ananas ayant un pH proche de 3,5, a été fermenté par des souches Lb. plantarum et
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Lb. rossiae, diminuant ainsi le pH du jus a 2,93 [93]. Des souches Lb plantarum,
W. cibaria/confusa, Ec. faecium/faecalis ont été capables de croitre dans du jus de tomate a
pH 4,3 et d’y survivre pendant 40 jours a un pH proche de 3,5 [38]. Oenococcus (Oc.) oeni est
une bactérie lactique trés tolérante a un faible pH, elle est responsable de la fermentation
malolactique du vin (pH 3 & 3,5). Le pH est donc un facteur important a prendre en
considération pour la fermentation lactique de fruits et de légumes. Le pH joue également un
role sur I’aspect sensoriel du produit. Selon [’acide organique présent, la perception

sensorielle sera différente.

11.1.2. Effet de la température

La température est aussi un facteur critique pour la fermentation de veégétaux. Les bactéries
lactiques ont généralement une température optimale de croissance aux alentours de 30°C
mais certaines especes sont tolérantes aux basses températures. En fonction du produit désiré,
la température devra étre optimisée afin de permettre une croissance optimale des
microorganismes et une cinétique d’acidification adaptée. Apres fermentation, le produit peut
étre pasteurisé ou réfrigéré pour étre conservé [92]. Ainsi les bactéries lactiques peuvent étre
exposées a des températures tres basses. Des souches de Lb. sakei ont été capables de croitre a
4°C [94]. Plusieurs souches de W. cibaria et W. confusa (population initiale de 108 UFC.g™)
ont été capables de survivre aprés 5 min a 60°C mais tres peu survivent apres 5 min a 70°C et

aucune ne survit apres 3 min a 80°C [95].

11.1.3. Effet de la teneur en sucre et en sels

Dans I’industrie alimentaire, le sel et le sucre sont souvent présents ou ajoutés en grande
quantité. Le salage est une étape importante dans la fermentation lactique des légumes. La
concentration en chlorure de sodium (NaCl) varie entre 20 et 80 g.L™* [13], soit entre 2 % et 8
% pendant la fermentation lactique de végétaux. Les bactéries lactiques sont particulierement
tolérantes au sel. Plusieurs souches de Lb. plantarum, Lb. sakei et Lb. curvatus ont montré
une tolérance a 6,5 %, 8 % et 10 % en NaCl [94]. Des souches de W. confusa ont été capables
de croitre en présence de 8 % en NaCl [95]. La teneur en sel dans les plats cuisinés est

d’environ 1 % et peut monter jusqu’a 30 % pour les olives.
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[1.1.4. La composition de I’aliment

Les bactéries lactiques ont besoin de plusieurs nutriments pour leur croissance, tels que des
sucres, des acides aminés, des minéraux et des vitamines. La composition de I’aliment est
donc un parametre important pour une bonne fermentation. Les végéetaux sont tres riches en
composés phénoliques, or, une concentration trop forte en composés phénoliques peut inhiber
la croissance des bactéries lactiques. Les effets de plusieurs types de composés phénoliques
sur la croissance de plusieurs bactéries lactiques (Lb. hilgardii, Pc. pentosaceus et Oc. oeni)
ont été testés [96]. Les flavonols et les stilbénes ont montré une forte action inhibitrice sur la
croissance des bactéries lactiques (Clso entre 0,160 et 0,855 g.L™?). Les flavan-3-ols (catéchine
et épicatéchine) n’ont eu aucun effet sur les souches testées. Les stilbénes sont présents dans
la peau des raisins, le vin et le jus de raisin. Les catéchines sont majoritairement présentes

dans le thé vert.

[1.1.5. Le type de fermentation choisi

Certaines bactéries lactiques croissent plus rapidement que d’autres et s’adaptent mieux que
d’autres. Cela dépend de I’espéce utilisée, de la souche utilisée mais aussi de I’origine de la
souche et de son état physiologique. Dans certains types de fermentation lactique, les
bactéries lactiques sont souvent accompagnées de levures, c’est le cas des fermentations
spontanées, ou I’on laisse les végétaux fermenter naturellement. Ce type de fermentation peut
affecter la fermentation dans un bon ou un mauvais sens, selon le métabolisme et la
croissance des microorganismes mis en jeu. La concentration initiale en bactéries lactiques est
aussi treés importante, elle doit étre suffisante pour permettre une croissance rapide des
bactéries lactiques. Certains types de fermentation impliquent I’utilisation d’une ou plusieurs
souches de bactéries lactiques bien spécifiques. Cette application est basée sur plusieurs
criteres et la souche doit étre correctement choisie pour obtenir les propriétés sensorielles et
nutritionnelles désirées. Le type de fermentation choisi est donc un facteur important selon la

qualité du produit désire.
11.2. Les fermentations spontanées

11.2.1. Définition

La fermentation spontanée est définie comme étant la résultante des activités compétitives

entre plusieurs microorganismes qui dérivent de la surface du végétal ou de I’environnement
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[11]. La surface des fruits et des légumes est caractérisée par une flore microbienne trés
diversifiée composée de bactéries a Gram positif (Micrococcus, Staphylococcus, bactéries
lactiques, bactéries formant des spores des genres Bacillus ou Clostridium), ou négatif
(Pseudomonas, Acinetobacter, Moraxella, Escherichia, Enterobacter) pathogénes ou non, des
levures et des champignons. La population microbienne varie entre 5,0 et 7,0 log UFC.g* et
est largement dominée par les bactéries & Gram négatif et les levures [9,97]. En effet, la
population de levures varie entre 2 et 6 log UFC.g™. Les bactéries lactiques ne représentent
qu’une toute petite partie, entre 2 et 4 log UFC.g™ [9]. Les bactéries lactiques ont besoin de
nutriments, d’acides aminés, de minéraux et d’acides gras pour leur croissance, la surface des
végetaux n’est pas un milieu adapté pour leur croissance. Par exemple, les bactéries lactiques
ne representaient que 16,7 % de la flore totale présente a la surface de différents types de
laitue, alors que les levures et les entérobactéries représentaient 46,9 % et 36,5 %,
respectivement [98].

Cependant, quand les conditions de température, d’oxygéne et en nutriments sont optimales,
les fruits et/ou légumes entreprennent une fermentation lactique, largement prédominée par
les bactéries lactiques : c’est une fermentation spontanée. Les fermentations spontanées de
I[égumes sont caractérisées soit par I’ajout de sel au végétal préalablement lavé et coupé pour
développer une saumure ou soit en immergeant le produit frais dans une solution salée, ce qui
permet de protéger le mélange de la lumiére et de I’oxygene [99]. Avec cette étape de salage,
les bactéries a Gram négatif sont inhibeées dés le début de la fermentation. Avec des
conditions de température, d’humidité et d’oxygeéne idéales, les bactéries lactiques, étant tres
tolérantes au sel et plus rapides a se développer, dominent les fermentations spontanées. Les
autres bactéries restent inhibées par la production d’acide lactique. Les fruits sont

généralement fermentés sans I’ajout de sel (Figure 11).

[1.2.2. Microorganismes impliqués

Les fermentations spontanées de fruits et de légumes font intervenir des bactéries,
essentiellement des bactéries lactiques ainsi que des levures.

Les bactéries lactiques dominent les fermentations spontanées de fruits et Iégumes (Iégumes a
feuilles, chou, chou-fleur, radis, olives, concombres, brocoli etc.) car elles sont caractérisées
par un plus fort taux de croissance et sont plus tolérantes au sel que les autres
microorganismes. Les genres Lactobacillus, Pediococcus, Leuconostoc, Weissella,

Enterococcus et Lactococcus sont les plus majoritairement retrouvés [14] mais les
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Lactobacillus restent prédominants (Tableau 2). Lc. mesenteroides est généralement I’espéce
prédominante au début des fermentations de végétaux, créant un environnement propice pour
la succession d’autres bactéries lactiques. Les Lactobacillus terminent en général les
fermentations lactiques de veégétaux, car ils sont plus tolérants a un faible pH. Les
fermentations spontanées de fruits et légumes peuvent étre caractérisées également par la
présence de certaines levures. Les levures sont présentes généralement au début de la
fermentation et disparaissent avec la production d’acide lactique par les bactéries lactiques
[100]. Cependant, les levures sont essentielles et indispensables dans la fermentation de
certains fruits et Ilégumes. Par exemple, les bactéries lactiques et les levures sont responsables
de la fermentation des olives noires [101]. Les levures ont été également retrouvées dans la
fermentation du kimchi [102].

Fruits and vegetables

v

Selection, cleaning, washing

v

‘ Blanching, peeling and shredding ¢
Salted l Mixed
2.5 — 10% salt) Nonsalted (3 — 5% salt along with
¢ other ingredients)
Soaking in brine solution Sun dry v
Soaking in brine solution
l ¥ ¢
Fermentation Fill into vessel ,
5-30 days at 25-30°C Fermentation
L v 1-2 weeks at 10-25°C
¢ Fermentation +
Drying or pressing 1-2 weeks at 2-10°C Drying or pressing

. .

Sun dried or pasteurization

3

Packing and storage

Figure 11 : Processus de fermentation des fruits et des légumes, d’aprés [103]
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Tableau 2 : Bactéries lactiques impliquées dans différents types d'aliments a base de fruits et
Iégumes obtenus par une fermentation spontanée

Produit Matiére premiere  Bactéries lactiques impliquées Référence
Almagro Aubergines Lactobacillus fermentum, Lb. brevis, Lb. [104]
plantarum, Lb. pentosus
Mezcal Plante agave (Agave  Lb. farraginis, Lb. kefir, Lb. plantarum, Lb. [105]
salmiana) pontis, Weissella cibaria, W.
paramesenteroides
Kimchi Chou chinois, radis, ~ Leuconostoc citreum, Lc. carnosum, Lc. [106]
gingembre etc. gasicomitatum, Lc. gelidum, Lc. inhae, Lc.
kimchii, Lc. lactis, Lc. mesenteroides, W.
cibaria, W. confusa, W. koreensis, Lb.
curvatus, Lb. plantarum, Lb. pentosus, Lb.
sakeli
Olives Olive Lb. plantarum, Lb. paracasei, Lb. [13]
pentosus, Lb. casei, Lb. brevis,
Pediococcus cerevisiae, Lc. mesenteroides,
Lc. lactis
Yan-dong-gua Courge W. cibaria, W. paramesenteroides [107]
Yan-taozih Péches Lc. mesenteroides, W. cibaria, Lactococcus [108]
lactis, W. paramesenteroides,
Enterococcus faecalis, W. minor, Lb.
brevis
Jiang-gua Concombre W. cibaria, W. hellenica, Lb. plantarum, [109]
Lc. lactis, Ec. casseliflavus
Gundruk Chou, radis, Lb. brevis, Pc. pentosaceus, Lb. plantarum, [100]
moutarde, chou-fleur
Khalpi Concombre Lc. fallax, Pc. pentosaceus, Lb. brevis, Lb. [100]
plantarum
Choucroute Chou Lc. mesenteroides, Lb. plantarum, Lb.
brevis, Lb. rhamnosus,
Pobuzihi Cummingcordia Lb. pobuzihii, Lb. plantarum, W. cibaria, [110]
W. paramesenteroides, Pc. pentosaceus
Tempoyak Durian Lb. plantarum, Lb. sp, W. [111]
paramesenteroides, Pc. acidilactici
Sunki Feuilles de navet Lb. plantarum, Lb. brevis, Pc. pentosaceus [103]
Yan-jiang Gingembre Lb. sakei, L. lactis, W. cibaria, Lb. [112]
plantarum
Yan-tsai-shin  Brocoli W. paramesenteroides, W. cibaria, W. [113]
minor, W. hellenica, Lc. mesenteroides, L.
lactis, Lb. plantarum, Lb. pentosus
Ekung Pousses de bambou Lb. plantarum, Lb. brevis, Lb. casei [14]
Hom-dong Oignon rouge Lc. mesenteroides, Pc. cerevisiae, Lb. [14]

plantarum, Lb. fermentum, Lb. buchneri
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Mesu Pousses de bambou Lb. plantarum, Lb. brevis, Lb curvatus, Lc. [14]
citreum, Pc. pentosaceus

11.2.3. Exemple de fermentation lactique spontanée de fruits et légumes

Une grande variété de produits fermentés composés de fruits et de légumes est consommée
partout dans le monde. Les produits mondialement connus sont la choucroute, les olives, les
concombres et le kimchi.

Le kimchi

Les espéces Leuconostoc, Weissella et Lactobacillus sont responsables de la fermentation du
kimchi (Figure 12). Lc. mesenteroides et Lb. plantarum sont les especes dominantes.
D’autres espéces participent a la fermentation du kimchi et incluent Lc. citreum, Lc.
gasicomitatum, Lb. brevis, Lb. sakei, Lc. lactis, Pc. pentosaceus, W. cibaria, W. confusa et W.
koreensis.
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Figure 12 : Succession de bactéries lactiques et évolution du pH pendant la fermentation du
kimchi, d'apres [9]

La choucroute

La choucroute est caractérisée par la présence et la dominance des genres Leuconostoc,
Lactobacillus et Pediococcus. La fermentation commence avec la croissance de Lc.
mesenteroides qui produit de I’acide lactique et du CO> et maintient les conditions anaérobies.
Les especes Lactobacillus (Lb. brevis et Lb. plantarum) se développent et continuent a
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acidifier le mélange. Pc. cerevisiae est la derniére a se développer et acidifie encore le
mélange. Le produit final contient environ 1,7 a 2,3 % d’acide lactique [114].

Les olives

Les olives peuvent étre obtenues par trois processus différents : le style Espagnol, le style
Grec et le style Californien. Les olives sont fermentees uniquement dans les styles Espagnol
et Grec. Dans le style Espagnol, les olives sont récoltées quand elles sont encore de couleur
verte alors que dans le style Grec, les olives sont récoltées quand elles sont de couleur noire.
Dans le processus de fermentation Grec, la population microbienne non souhaitée
(entérobacteries et Pseudomonas) reste considerablement élevée durant les huit premiers jours
de fermentation. Elle diminue ensuite de fagcon concomitante a la croissance des bactéries
lactiques et des levures et en paralléle de la diminution du pH (production d’acide lactique)
(Figure 13).
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Entérobactéries
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Figure 13 : (a) Ecologie microbienne et (b) évolution du pH pendant la fermentation
spontanée d'olives noires, d’aprés [101]

[1.2.4. Limitation des fermentations spontanées

11.2.4.1. Risque de contamination

Les fermentations spontanées de fruits et de légumes sont caractérisées par une grande variété
d’especes microbiennes différentes. Plusieurs espéces peuvent étre impliquées, c’est pourquoi
il est impossible de controler et de suivre indépendamment la croissance des différents

microorganismes dans ce type de fermentation. Les concentrations en nutriments, en oxygene
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et de température doivent étre parfaitement ajustées afin de permettre selectivement la
croissance des bactéries lactiques. Le risque de multiplication de flores indésirables est élevé
dans le processus de fermentation des olives par exemple, car le début de la fermentation est
caractérise par différents microorganismes incluant des bactéries aerobies a Gram négatif, des
champignons, des levures et des bactéries lactiques. Si la fermentation lactique est retardée ou
si le pH reste élevé, les bactéries a Gram négatif risquent de se développer. Ces risques sont
probables pour les olives mais aussi pour toute autre fermentation spontanée de fruits ou de
légumes, la population bactérienne lactique étant trés faible initialement. La technique du
« back slopping » (repiquage, en francais) est utilisée dans certains cas pour remplacer la
fermentation spontanée. Lorsqu’une fermentation spontanée a réussi, une partie de celle-ci
peut étre utilisée pour inoculer une nouvelle matiere fraiche pour initier la fermentation. Il
s’agit donc d’une inoculation continuelle d’une matiere fraiche avec un produit déja fermente
[10]. Cette technique est encore utilisée pour la production industrielle de choucroute. Elle
permet de réduire les risques d’altération, cependant les souches peuvent subir des mutations

au cours des repiquages et certaines bactéries dominent plus que d’autres.

11.2.4.2. La production d’amines biogénes

Pendant la fermentation, certaines bactéries lactiques peuvent synthétiser des amines biogenes
(histamine, tyramine, putrescine, cadavérine). Ce sont des bases organiques généralement
produites par la décarboxylation de certains acides aminés (histidine, tyrosine, lysine et
ornithine). Les amines biogenes sont toxiques et provoquent des troubles physiologiques
comme une augmentation du rythme cardiaque ou des migraines [115]. Les amines biogénes
sont retrouvées dans plusieurs types d’aliments fermentés, essentiellement ceux a base de
poisson, des fromages mais aussi dans la choucroute. La figure 14 montre la cinétique de
formation d’amines biogenes pendant une fermentation spontanée de choucroute. Les
microorganismes responsables de la production d’amines biogenes ne sont pas représentés ici,
mais la production de putrescine augmente dés le début de la fermentation et continue
d’augmenter pendant la 2°™ phase, ces phases sont caractérisées par la croissance d’espéces
de Leuconostoc et Lactobacillus.
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Figure 14 : Cinétique de formation d'amines biogenes pendant une fermentation de
choucroute [10]

Pour réduire les risques d’altération et obtenir un meilleur suivi du processus de fermentation,
les fermentations contr6lées utilisant des souches spécifiques sont de plus en plus utilisees

pour la fermentation de fruits et de légumes.

11.3. Les fermentations controlées

11.3.1. Définition

Les fermentations contrélées sont de plus en plus utilisées par les industries alimentaires. Les
fermentations contrélées consistent a inoculer la matiére premiere fraiche (fruit ou légume)
avec un ou plusieurs microorganismes, qu’on appelle ferments ou starters, dans le but
d’accélérer le processus de fermentation et d’apporter des propriétés intéressantes, en excluant
tous les autres microorganismes. Contrairement aux fermentations spontanées, dans ce type
de fermentation, le microorganisme initiant la fermentation a été volontairement choisi pour
conduire la fermentation, la rendant ainsi aisement controlable. Dans la plupart des
fermentations contrdlées, la matiére premiére est d’abord traitée afin d’éliminer et contrdler la

microflore naturelle, ensuite le starter est rajouté pour conduire la fermentation.

11.3.2. Les ferments ou starters

Les starters ont comme réle principal de conduire la fermentation et d’apporter des propriétés
sensorielles, sanitaires et nutritionnelles. Un starter est défini comme une préparation
contenant un grand nombre de cellules d’un ou plusieurs microorganismes qui est ajouté a la

matiére premiére dans le but d’accélérer le processus de fermentation [12]. Les champignons
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sont principalement utilisés en tant que starters pour les produits laitiers ou & base de viande et
ne seront pas traités dans ce chapitre. Les levures, essentiellement I’espéce Saccharomyces
cerevisiae est utilisée en tant que starter pour le pain, la biere et le vin.

Les bactéries lactiques sont les microorganismes les plus utilisés en tant que starters pour la
production d’aliments et de boissons fermentés, grdce a leur longue histoire de
consommation. De plus, les bactéries lactiques sont capables d’acidifier rapidement, sont
tolérantes au sel, produisent des molécules (EPS, bactériocines, composés aromatiques,
vitamines) qui contribuent a améliorer les propriétés sanitaires, sensorielles et nutritionnelles
de I’aliment. Nous traiterons uniguement a présent des bactéries lactiques utilisées en tant que
starters pour la fermentation de fruits et de légumes. lls sont divisés en deux catégories : les

starters allochtones et autochtones.

11.3.2.1. Les starters allochtones

Les starters allochtones sont ceux qui ont été isolés d’une matiére premiére et sont utilises
pour fermenter des produits différents de leur produit d’origine [9]. Certains starters
commerciaux entrent dans cette catégorie car ils ne sont pas nécessairement utilisés pour
fermenter un seul type de produit. Les starters commerciaux sont ceux qui ont été approuveés
comme sdrs en laboratoire, sans aucun risque pathogéne pour I’Homme et sont utilisés
commercialement en industrie alimentaire. Lb. plantarum, Lb. brevis, Lb. casei,
Lc. mesenteroides, Pc. pentosaceus et Pc. acidilactici sont quelques bactéries lactiques
disponibles en tant que starters commerciaux. La Figure 15 montre une préparation
bactérienne commercialisée pour la fabrication de legumes fermentés, comprenant les especes

Lb. plantarum, Lc. mesenteroides et Pc. acidilactici.

Figure 15 : Exemple de starter commercial pour la fermentation de légumes
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Les souches commerciales Lb. plantarum NK-312, Pc. acidilactici AFERM 772 et
Lc. mesenteroides BLAC ont été utilisées en tant que starters allochtones pour la fermentation
de jus de légumes (carotte, chou, oignon) et de légumes entiers (chou, carotte, betterave)
[116]. Aprés 2 heures d’incubation dans le jus de légumes, une forte mortalité a été observée
pour Lc. mesenteroides BLAC, sensible a un faible pH. Les auteurs ont donc décidé d’utiliser
une culture mixte comportant les trois souches pour conduire la fermentation de légumes. Les
starters commerciaux ont acceléré le processus de fermentation et les légumes fermentés
étaient plus acides que ceux fermentes spontanément. Une autre étude relate I’utilisation
d’une souche commerciale de Lb. plantarum LP91 (isolée d’intestin humain) pour la
fermentation lactique contrdlée d’ail [117]. L ail a d’abord été épluché puis blanchi dans de
I’eau chaude a 90°C pendant 15 min puis fermenté par Lb. plantarum. La fermentation a été
conduite également sans que I’ail ait été blanchi préalablement. Lb. plantarum a montré une
forte croissance lorsque I’ail a été blanchi, diminuant le pH de 6 a 3,8 aprés 7 jours de
fermentation. En revanche, lorsque I’ail n’a pas été blanchi, la croissance du starter allochtone
a éte inhibée et une coloration verte indésirable s’est développée, probablement due a la
croissance d’autres microorganismes. Le starter n’a pas été capable de dominer la flore
initiale ce qui justifie une premiére étape de traitement thermique de la matiére premiére avant
la fermentation. Une autre souche de Lc. mesenteroides a été utilisée en tant que starter pour
la fermentation de chou en choucroute. La choucroute fermentée par le starter allochtone était
plus ferme, de meilleure qualité et ne contenait pas d’odeurs indésirables comparé a la
choucroute fermentée spontanément [118].

En général, les fermentations lactiques utilisant des starters allochtones commerciaux sont
plus acides que les fermentations spontanées, donc présentent un risque moins elevé de
contamination. Les starters commerciaux n’ont pas toujours une origine affichée et sont
utilisés pour une grande variété de produits. Le choix de la souche est important car parfois
les starters ne sont pas bien adaptés (acidification trop lente ou trop rapide, faible capacité
d’adaptation au produit). C’est le cas par exemple de la souche Lc. mesenteroides BLAC
précédemment mentionnée et qui n’était pas bien adaptée a I’acidite initiale du produit. Quand
la souche est correctement choisie et préalablement adaptée a I’aliment, elle apporte des
propriétés sanitaires et sensorielles que I’on ne retrouve pas dans les fermentations
spontanées. Cependant, afin d’avoir une slreté par rapport a la niche écologique, les starters

autochtones se sont de plus en plus développés.
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11.3.2.2. Les starters autochtones

Qu’ils soient autochtones ou allochtones, les fermentations utilisant des starters sont plus
rapides et plus sdres que les fermentations spontanées. Les starters autochtones sont utilisés
pour fermenter la méme matrice que celle de leur origine. De plus, I’adaptation prealable des
starters autochtones a la matrice favorise leur implantation pendant la fermentation. Plusieurs
études relatent I’utilisation de starters autochtones pour la fermentation de fruits et de
légumes. Un mix de souches autochtones incluant Lb. plantarum M1, Pc. pentosaceus C4 et
Lc. mesenteroides C1 a été utilisé pour fermenter différents jus de légumes composes soit de
carotte, d’haricots verts ou de courgette [40]. Cette fermentation a été comparée en utilisant
un mix de starters allochtones (Lb. plantarum LP54, Pc. pentosaceus PPl et Lc.
mesenteroides LcM12), isolés d’olives vertes fermentées. Apres 24 h de fermentation, le
nombre d’entérobactéries présents dans les jus de légumes fermentés par les souches
autochtones était significativement plus faible que ceux fermentés par les souches allochtones.
De plus, les starters autochtones ont acidifié plus rapidement les jus de Iégumes que les
starters allochtones.

Du jus de tomate a été fermenté avec des souches autochtones de Lactobacillus, Weissella,
Pediococcus ou Enterococcus [38]. Des jus non fermentés ou fermenté par la souche
allochtone Lb. plantarum LP54 (isolée d’une saumure d’olives vertes fermentées) ont servi de
jus témoins. La viscosité des jus fermentés par les souches autochtones était plus élevée, en
particulier avec les espéces du genre Weissella, productrices d’EPS. De plus, I’activité
antioxydante ainsi que les teneurs en vitamine C et en glutathion étaient mieux préservées
dans les jus fermentés avec les souches autochtones que dans le jus non fermenté ou les jus
fermentés par les souches allochtones. Aprés 40 jours de stockage a 4°C a pH 3,9, la survie

des starters autochtones était plus élevée que celle de la souche allochtone.

Leur caractere autochtone confére aux starters de cette catégorie une meilleure implantation
pendant le processus de fermentation. Cependant, plusieurs parametres conditionnent cette
implantation, comme I’adaptation aux conditions environnementales (température, acidité,
nutriments) qui dépend de la pré-culture et de la souche utilisée. Ainsi, une sélection basée sur
des critéres bien définis est indispensable afin de choisir le type de starter (allochtone ou
autochtone) en fonction de la matrice choisie.
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11.3.2.3. Les critéres de sélection

Tous les starters sélectionneés n’ont pas les mémes caractéristiques. La croissance, les
propriétés acidifiantes, la capacité a synthétiser des molécules aromatiques déepend de I’espece
mais aussi de la souche choisie. Pour sélectionner un bon starter pour la fermentation de fruits
et de légumes, celui-ci doit posséder plusieurs caractéristiques réparties selon quatre critéres :
technologique, sensoriel, nutritionnel et sanitaire (Tableau 3).

Tableau 3 : Criteres technologiques, sensoriels, nutritionnels et sanitaires pour la sélection de
starters pour la fermentation de fruits et de Iégumes, d’aprés [9]

Catégorie Criteres

Technologique Taux de croissance et capacité acidifiante
Tolérance au sel
Croissance et tolérance a faible pH et a faibles températures
Tolérance aux composés phénoliques
Synthese de composés antimicrobiens
Pas de production d’H20-
Activité pectinolytique

Sensoriel Métabolisme hétéro-fermentaire (selon le produit)
Synthése de composés aromatiques ou leurs précurseurs
Synthése d’exo-polysaccharides

Nutritionnel Synthése d’exo-polysaccharides
Augmentation des capacités antioxydantes
Métabolisation des composés phénoliques
Production de bactériocines

Sanitaire Pas de synthese d’amines biogenes
Pas de résistance aux antibiotiques

Une croissance rapide et une forte capacité d’acidification sont les deux premiers criteres.
Une rapide acidification durant les premieres étapes de la fermentation limite les risques de
multiplication des flores indésirables. Le sel étant I’un des principaux ingrédients de la
fermentation lactique de Iégumes, le starter sélectionné doit étre capable de s’adapter dans des
milieux riches en sel pour ce type d’application. Certains fruits étant acides, le starter doit étre
capable de s’adapter et de croitre a faible pH et de survivre ainsi pendant la période de
stockage. Apres fermentation, le produit est soit conservé a température ambiante soit au
froid. La souche sélectionnée doit étre capable de survivre a faible température. Comme nous
I’avons vu précédemment, les fruits et les légumes sont riches en composés phénoliques, ces

derniers a forte dose ont une action antimicrobienne et peuvent inhiber la croissance des
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bactéries lactiques. La tolérance envers ces types de composés peut jouer un réle pour la
fermentation de fruits et de légumes. La synthése de composés antimicrobiens participera
également a la sdreté sanitaire du produit. Le métabolisme homo ou hétéro-fermentaire de la
souche est également important. Selon les caractéristiques désirées du produit, un choix quant
au type de métabolisme souhaité est préalablement requis. Les bactéries hétéro-fermentaires,
produisant un certain nombre de composés (éthanol, CO, etc.), peuvent modifier
considérablement les propriétés sensorielles du produit.

La recherche de starters producteurs d’EPS est en voie d’expansion. Les EPS, ayant un double
role dans les fermentations, rble sensoriel et nutritionnel, sont hautement desirés dans la
fermentation lactique de jus ou de purée de fruits et de légumes [38,76]. La capacité a
métaboliser les composes phénoliques est également recherchée car elle conduit a une
augmentation de [I’activité antioxydante du produit. De plus, dans les fermentations
contr6lées, la matiére premiere peut étre traitée thermiquement afin d’enlever le maximum de
microorganismes. Cette étape peut affecter fortement le produit en réduisant la teneur des
composés hydrosolubles et en diminuant les capacités antioxydantes. Pour limiter la
multiplication de microorganismes indesirables, le starter capable de synthétiser des
bactériocines est privilégié. Enfin, le starter ne devra pas synthétiser d’amines biogenes, ni

étre résistant aux antibiotiques.

11.3.3. Intérét des fermentations controlées

Contrairement aux fermentations spontanees, I’utilisation de starter (allochtone ou
autochtone) permet une acidification plus rapide au début de la fermentation, ce qui limite les
risques de développement des bactéries @ Gram négatif, des levures ou des champignons
filamenteux. Les fermentations contr6lées assurent donc la qualité sanitaire du produit.

Le suivi de la fermentation est plus facile dans le cas des fermentations contr6lées, car en
géneéral, il n’y a qu’un seul microorganisme. Les fermentations contrélées peuvent mettre en
jeu un mix de souches. Dans ce cas-ci, des méthodes basées sur I’ADN (microsatellites)
permettent un suivi de chacune des souches. Les fermentations spontanées mettent en jeu
différents types de microorganismes, il est trés difficile de suivre la croissance de chacun
d’entre eux et s’assurer que les microorganismes dominants sont bien des bactéries lactiques.
Dans les fermentations spontanées, les caractéristiques sensorielles ne sont pas prévisibles.
Dans le cas des fermentations contrdlées, les propriétés sensorielles désirées et attendues sont

présentes. Le starter sélectionné pour la fermentation est capable de synthétiser des molécules
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aromatiques ou ayant un effet sur la texture du produit (CO2, EPS). Enfin, les fermentations
contr6lées peuvent apporter des propriétés nutritionnelles intéressantes. Les fermentations
contr6lées mettant en ceuvre la souche adéquate peuvent augmenter les capacités

antioxydantes du produit.

I1.4. Emergence des starters autochtones

L’utilisation des starters autochtones pour la fermentation de fruits et de légumes s’est
intensifiée ces dernieres années. Cette attractivité résulte d’une hypothése émise, selon que les
starters autochtones seraient génétiquement plus adaptés a la matrice que les starters
allochtones. Cette hypothese n’est pas encore confirmée pour toutes les espéces de bactérie
lactique. De plus, cet effet peut étre contrebalancé par I’état physiologique de la souche au

moment de I’inoculation dans la matrice (culture liquide, culture lyophilisée).

11.4.1. Emergence des jus de fruits et légumes fermentés

Une partie des consommateurs est de plus en plus a la recherche de boissons a haute valeur
nutritionnelle, riches en antioxydants et faciles a consommer. Les jus de fruits et de Iégumes
sont généralement plus appréciés que les produits frais, car ils sont rapides a consommer. De
plus, ils sont riches en minéraux, vitamines et composes antioxydants. L’émergence des fruits
et des légumes fermentés provient de la combinaison séduisante de deux éléments : d’une part
les fruits et les légumes sont bons pour la santé car ils apportent un certain nombre de
composés non énergetiques et essentiels, et d’autre part, la fermentation lactique permet de
conserver et/ou d’améliorer les propriétés nutritionnelles des fruits et des légumes. Pour
répondre a ces principes, une grande variété de jus de fruits et de Iégumes fermentés par des
bactéries lactiques aux propriétés fonctionnelles s’est développée ces derniéres années. Dans
la littérature, nous retrouvons différents types de boissons :

- Les jus de légumes : carotte, betterave, oignon, radis, courgette, haricots verts

- Les jus de fruits : ananas, grenade, cerise, orange, canneberge

- Les jus de fruits-légumes : tomates, poivrons

- Les smoothies : cerises, tomates, prunes, mares, Kiwi, fenouil, épinard, papaye
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11.4.2. Propriétés fonctionnelles des starters

Aujourd’hui, le consommateur est soucieux du lien entre alimentation et santé. En
conséquence, la recherche d’aliments fonctionnels (ayant des bienfaits nutritionnels pour la
sante de I’Homme) s’est intensifiée ces derniéres années. Les produits fermentés sont
maintenant reconnus comme aliments fonctionnels, grace aux bactéries lactiques et aux
molécules qu’elles produisent (bactériocines, vitamines, exo-polysaccharides) et a leur
capacité a augmenter les capacités antioxydantes des fruits et des légumes. Les propriétés
probiotiques des bactéries lactiques entrent considérablement en jeu pour la recherche de
starters pour la fermentation de fruits et de légumes. L’utilisation de starters, en particulier
autochtones, aux propriétes fonctionnelles pour la fermentation de fruits et de légumes est de

plus en plus considérée pour I’obtention d’aliments fonctionnels a haute valeur nutritionnelle.

11.4.3. Exemples d’application et souches de bactérie lactique utilisées

La fermentation lactique de fruits et de légumes passe par une premiére étape de selection de
starters selon les criteres mentionnés précédemment. Le ou les starters aux propriétes les plus
intéressantes sont selectionnés pour conduire la fermentation. Cependant, il est difficile de
prévoir le comportement de chaque souche, car il peut y avoir des interactions. C’est
pourquoi, I’utilisation d’une seule souche est souvent préférée. Avant I’inoculation, la matrice
est souvent pasteurisée afin d’éliminer le maximum de microorganismes thermosensibles.
Puis, le starter est inoculé a une concentration assez élevée pour s’assurer de sa croissance
dans le jus. La fermentation lactique se passe en général a des températures entre 25 et 30°C
pendant 15 a 24 h. La durée et la température sont a adapter en fonction de la souche utilisée
pour la fermentation. Aprés fermentation, le produit est généralement conservé au frais
pendant 30 a 40 jours. Un diagramme de fabrication de fruits et lIégumes fermentés par
fermentation contrdlée est illustré dans la Figure 16.

Dans la littérature, nous retrouvons plusieurs boissons innovantes a base de fruits et de
légumes obtenues selon le protocole suivant (Tableau 4). Les genres Lactobacillus,
Leuconostoc et Pediococcus sont les plus utilisés en tant que starters autochtones. Le genre
Weissella est aussi de plus en plus utilisé en tant que starter autochtone, grace a la forte

production d’EPS de certaines especes.

51



Fruits et Iégumes frais

Isolement, typage et identification
de bactéries lactiques autochtones

Sélection d’un ou plusieurs starters - Criteres technologiques, sensoriels,
nutritionnels et sanitaires

Transformation en purée, jus ou morceaux
éventuellement suivi d’un traitement
thermique (70°C pendant 5 min)

Inoculation du starter a une
concentration de 7 log UFC.g*!

Fermentation lactique (25-30°C
pendant 15-24 h)

Stockage et réfrigération pendant au moins 30 jours

Figure 16 : Exemple de diagramme de fabrication de fruits et Iégumes fermentés par des
bactéries lactiques autochtones, d’apres [9]

52



Tableau 4 : Exemples de bactéries lactiques autochtones sélectionnées pour la fermentation

de fruits et de Iégumes

Bactérie lactique Fruits et légumes Référence
Lactobacillus plantarum Jus de légumes (carotte, haricots verts, [40]
Leuconostoc mesenteroides courgette)
Pediococcus pentosaceus
Lactobacillus plantarum Jus d’ananas [93]
Lactobacillus rossiae
Lactobacillus curvatus Poivrons jaunes et rouges en saumure [119]
Leuconostoc mesenteroides
Lactobacillus plantarum
Weissella confusa
Lactobacillus Jus de tomate [38]
Weissella
Pediococcus
Enterococcus
Weissella cibaria Smoothies Fruits rouges (cerises, tomates,  [7]
Lactobacillus plantarum mares, prunes)
Lactobacillus pentosus Smoothies Fruits et Légumes verts (Kiwi,
fenouil, épinard, papaye)
Lactobacillus plantarum Purée de cerise [120]
Pediococcus pentosaceus
Lactobacillus plantarum Jus de grenade [121]
Lactobacillus sp. Jus de cerise [90]
Purée de brocoli
Lactobacillus plantarum Jus de concombre [122]
Lactobacillus Jus d’orange [123]

Bifidobacterium

Jus d’ananas
Jus de canneberge

11.4.4. Du starter autochtone vers les starters commerciaux

Pour obtenir le statut commercial et pouvoir étre utilisé pour la production de divers aliments,
le starter autochtone doit passer plusieurs étapes de caractérisation, de sdreté en laboratoire.
Plusieurs espéces restent encore au stade d’étude en laboratoire car leur sécurité sanitaire n’est
pas encore confirmée, malgré leur potentiel de fermentation. De plus, la commercialisation
d’un starter implique un codt élevé de production (propagation de la culture, lyophilisation
etc). Ceci représente egalement un frein a la commercialisation de nouveaux starters. De plus,
I’espece choisie sera plus facilement commercialisée si elle posséde le statut de GRAS
(Generally Recognized As Safe) ou QPS (Qualified Presomption of Safety) pour pouvoir étre
utilisé pour la production d’aliments. Les especes Bb. longum, Carnobacterium divergens,

Lb. diolivorans, Lb. plantarum, Lb. delbreuckii, L. lactis, Lc. mesenteroides, Oc. oeni,
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Pc. pentosaceus, Pc. acidilactici et Sc. thermophilus sont quelques espéces qui possédent ce
statut, ce qui leur confére un statut de sOreté.

Les especes du genre Weissella, plus précisément W. cibaria et W. confusa sont retrouvees
dans plusieurs aliments vegétaux fermentés ou elles sont dominantes, comme dans le cas du
kimchi. De plus, elles sont connues pour produire des EPS et des bactériocines. Plusieurs
études ont montré leur application en tant que starter autochtone pour la fermentation de fruits
et de légumes ou elles ont été capables d’augmenter les propriétés sensorielles, nutritionnelles
et sanitaires. Cependant, ces especes restent encore tres peu étudiées et leur statut QPS n’a pas

été demandé.

54



CHAPITRE 111 : Utilisation de Weissella comme starters

Les especes du genre Weissella, plus précisément W. cibaria, W. confusa,
W. paramesenteroides, W. koreensis et W. hellenica, malgré le fait qu’elles soient retrouvées
dans plusieurs types d’aliments fermentés, restent encore trés peu étudiées et ne sont pas
utilisées en tant que starters commerciaux, contrairement aux espéeces Lb. plantarum,
Lb. delbrueckii, Lc. mesenteroides, L. lactis, Sc. thermophilus ou Pc. acidilactici, entre autres.
La caractérisation de ces espéces est I’un des objectifs de ce projet de these. Ce chapitre
apporte une synthese bibliographique du genre Weissella, des caractéristiques connues et des
études des espéces de ce genre. Il est présenté sous la forme d’une revue publiée dans le
journal Fermentation, intitulée Why are Weissella spp. not used as commercial starter

cultures for food fermentation?

Fessard, A.; Remize, F. Why are Weissella spp. not used as commercial starter cultures

for food fermentation? Fermentation 2017, 3, 38.
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Abstract: Among other fermentation processes, lactic acid fermentation is a valuable process
which enhances the safety, nutritional and sensory properties of food. The use of starters is
recommended compared to spontaneous fermentation, from a safety point of view but also to
ensure a better control of product functional and sensory properties. Starters are used for dairy
products, sourdough, wine, meat, sauerkraut and homemade foods and beverages from dairy or
vegetal origin. Among lactic acid bacteria, Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc, Streptococcus and
Pediococcus are the majors genera used as starters whereas Weissella is not. Weissella spp. are frequently
isolated from spontaneous fermented foods and participate to the characteristics of the fermented
product. They possess a large set of functional and technological properties, which can enhance
safety, nutritional and sensory characteristics of food. Particularly, Weissella cibaria and Weissella
confusa have been described as high producers of exo-polysaccharides, which exhibit texturizing
properties. Numerous bacteriocins have been purified from Weissella hellenica strains and may be used
as bio-preservative. Some Weissella strains are able to decarboxylate polymeric phenolic compounds
resulting in a better bioavailability. Other Weissella strains showed resistance to low pH and bile salts
and were isolated from healthy human feces, suggesting their potential as probiotics. Despite all
these features, the use of Weissella spp. as commercial starters remained non-investigated. Potential
biogenic amine production, antibiotic resistance pattern or infection hazard partly explains this
neglecting. Besides, Weissella spp. are not recognized as GRAS (Generally Recognized As Safe).
However, Weissella spp. are potential powerful starters for food fermentation as well as Lactococcus,
Leuconostoc or Lactobacillus species.

Keywords: Weissella; food fermentation; starter culture

1. Introduction

Fermentation has been applied for thousand years as a method to preserve perishable foods.
It seems that fermentation appeared in the period 8000-6000 BC in Iraq with the fabrication of
cheese. Later, in the period 4000-2000 BC, Egyptians discovered how to use yeasts to make leavened
bread and wine [1]. Nowadays, a large variety of fermented foods are consumed around the
world and appreciated for their organoleptic and sensory properties, including cheese, yoghurt,
kefir, beer, Kombucha, Pozol, sourdough, Kimchi, olives, sauerkraut, pickles, Tempe, Gari, Fufu or
sausages [2]. Whatever the nature of the raw material, fermented foods are obtained either by
spontaneous fermentation or by the use of starter cultures. Spontaneous fermentation results from the
combined actions of microorganisms originating from the raw materials or the environment, including
yeast, fungi and bacteria [3]. Started fermentation consists in inoculating the raw material with a
single or a mix of safe microbial strains in order to control and accelerate the fermentation process.
These two different processes result in different molecular changes and different sensory properties.
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Microorganisms used in commercial starter cultures include bacteria, yeasts and molds. Molds are
used in the production of meat and cheese products and the species available as commercial starter
cultures are Penicillium roqueforti, Penicillium nalgiovense and Penicillium chrysogenum [4]. Yeasts are
used in the production of beer, wine, bread and cheese. The species available as commercial starter
cultures include Debaryomyces hansenii, Galactomyces geotrichum but mostly Saccharomyces cerevisiae.
Among the microorganisms available as starter cultures, lactic acid bacteria (LAB) are the most diverse.
They are used to start wine, bread, vegetables, meat and dairy product fermentation.

LAB are a group of gram-positive bacteria, non-spore forming, cocci or rods, that produce
lactic acid as the major end-product of carbohydrate fermentation. LAB are extensively involved
in spontaneous fermentation and the major genera are Carnobacterium, Enterococcus, Lactobacillus,
Lactococcus, Leuconostoc, Oenococcus, Pediococcus, Streptococcus, Tetragenococcus, Vagococcus and
Weissella [5]. They play a central role in the fermentation process. Particularly, they cause a
rapid acidification of the raw material by the production of lactic acid and produce several other
important compounds such as ethanol, carbon dioxide, bacteriocins, exopolysaccharides (EPS),
aromatic compounds, vitamins or useful enzymes. Lactic fermented foods have a long and safe
history of consumption and have been associated with health benefits, safety, nutritional and sensory
properties improvement. For these reasons, LAB have gained interest these last decades and the
research for new LAB starters is increasingly developed.

Nowadays, more than 20 LAB species are available as commercial starter cultures. Among those,
Lactobacillus plantarum, Lb. delbrueckii, Lb. sakei, Lactococcus lactis, Streptococcus thermophilus, Pediococcus
pentosaceus and Leuconostoc mesenteroides are the species mostly used [6-8]. They have been used
for decades in food fermentation, are recognized as safe and were selected from technological and
sensorial assays.

Over the past 20 years, scientists have gained interest for the genus Weissella. Weissella was
proposed as a genus in 1993 from re-classified Lactobacillus and Leuconostoc spp. They are frequently
detected in many fermented foods [9-13] and participate to the final stage of the fermented product,
together with Lactobacillus and Leuconostoc. As other LAB species used as commercial starters,
Weissella spp. produce bacteriocins, EPS and hydrolytic enzymes [14]. However, they are still not used
as commercial starters in food industries and remain under a laboratory investigation stage.

This review aims to understand the reasons why Weissella spp. are not used as commercial
starters in food fermentation. Taxonomy, characteristics and the role of Weissella spp. in spontaneous
fermentation were investigated, as well as their functional and technological properties, and possible
reasons that would explain the poor investigation of Weissella spp. as starters.

2. Weissella Genus

2.1. Phenotypic and Genetic Characteristics of Weissella spp.

Weissella genus belongs to the Leuconostocaceae family together with the genera Leuconostoc,
Oenococcus and Fructobacillus [15]. Weissella genus was proposed in 1993 from previously Leuconostoc
and Lactobacillus classified species. Weissella spp. are gram-positive, catalase negative, asporogenous,
non-motile, except for W. beninensis, and lack cytochrome [16]. Cells are either short rods or
ovoid and occur in pair or in short chains. They are facultative anaerobic with an obligatory
fermentative metabolism. Weissella spp. are hetero-fermentative: glucose is fermented via the
hexose-monophosphate and phosphoketolase pathways. End products are lactic acid, CO,, ethanol
and acetic acid, except for Weissella ceti which does not produce gas [17]. Configuration of lactic acid
can be either D(-) or DL. Hydrolysis of arginine depends on the species whereas all Leuconostoc spp. are
arginine-negative. Cell-wall peptidoglycan is composed of lysine and the interpeptide bridge contains
alanine or serine, except for Weissella kandleri which contains glycine. Growth mainly occurs between 15
°Cand 37 °C, but some strains of Weissella cibaria and Weissella confusa are able to grow at 45 °C. The type
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species is Weissella viridescens. Fusco et al. [18] have drawn a complete description of Weissella spp.,
except for Weissella bombi and Weissella jogaejeotgali which have been described afterwards.

Distinction between Weissella, Leuconostoc and heterofermentative lactobacilli remains impossible
based only on morphological observation. Since they produce gas from carbohydrates, members of
the genus Weissella may be distinguished from homofermentative lactobacilli, enterococci, pediococci,
lactococci and streptococci. Generally, identification of Weissella spp. is performed with molecular
methods, such as 165 rRNA gene sequencing, amplified ribosomal DNA restriction analysis
(ARDRA), ribotyping, Matrix-associated laser desorption ionization Time-of-Flight (Maldi-ToF),
repetitive element-PCR fingerprinting using (GTG)5-PCR or fluorescent-Amplified Fragment Length
Polymorphism (fAFLP) [18].

The genome sequence of 28 strains belonging to 12 species has been published (GenBank).
The smallest genomes belong to Weissella halotolerans (1.36 Mb) and W. ceti (1.35 to 1.39 Mb), which
share the same taxonomic branch. The largest genomes belong to W. cibaria (2.32 to 2.47 Mb), W. confusa
(2.18 to 2.28 Mb), W. jogaejeotgali (2.11 Mb) and Weissella oryzae (2.13 Mb), all these four species having
been isolated from fermented foods. The core-proteome of Weissella represented 729 COGs (Clusters of
Orthologous Genes), over a pan-proteome of 4712 COGs. Core-proteome is essentially involved in
housekeeping but shows a relative lack of shared traits between all species, which might explain the
diversity of niches of the species.

2.2. Taxonomical Position and Specific Traits

Collins et al. [19] demonstrated that Lactobacillus confusus, Lactobacillus kandleri, Lactobacillus
minor, Lactobacillus viridescens and Lactobacillus halotolerans were phylogenetically related to Leuconoctoc
paramesenteroides. Besides, a unique murein type, Lys-Ser/Ala, was reported within Lb. viridescens,
Lb. minor and Lb. halotolerans, which was identical to that found in the Lc. paramesenteroides
group [20]. Hence, from this group, the genus Weissella was created and species were named
Weissella paramesenteroides, W. confusa, W. kandleri, Weissella minor, W. viridescens, W. halotolerans plus
Weissella hellenica, isolated from fermented sausages [19]. Based on 16S and 23S rRNA sequence
analyses, three evolutionary lines were distinguished in Leuconostoc spp., nowadays named Leuconostoc
sensu strico, W. paramesenteroides and Oenococcus oeni [21]. The genera Oenococcus and Fructobacillus
have been proposed from re-classified Leuconostoc spp. [22,23], but interestingly, Weissella was the
only genus of the Leuconostocacea family gathering re-classified Leuconostoc and Lactobacillus spp.
Currently, the genus Weissella comprises 21 species, isolated from a high variety of sources (Table 1).
Based on partial 165 rRNA coding sequence, several branches can be separated within Weissella spp.
(Figure 1 and Table 1). Weissella ghanensis, Weissella fabaria, Weissella fabalis, all isolated from fermented
cassava, and W. beninensis belong to the same branch. W. ceti, W. halotolerans, W. minor, Weissella
uvarum and W. viridescens share another taxonomic branch, which mainly originates from previous
Lactobacillus spp. [20]. Species of this branch harbor diverse habitats. W. viridescens and W. halotolerans
have been isolated from meat products [20,24], W. minor from milking machine sludge [20], W. ceti
from a beaked whale [17] and W. uvarum from wine grapes [25].

Weissella diestrammenae, W. kandleri and Weissella koreensis constitute a third branch with strains
from different sources. W. kandleri and W. koreensis were isolated from Koumiss, a fermented drink from
mare milk, and from kimchi, respectively. W. cibaria and W. confusa belong to the same branch and
share numerous habitats. Both species have been found in fermented foods, animal, clinical samples
and human feces. These two species are hardly distinguishable since they share 99.6% of identity in
their 165 rRNA coding sequence. Another branch comprises W. bombi, W. hellenica, W. jogaejeotgali,
W. paramesenteroides and Weissella thailandensis. All the species from this branch have been isolated
from fermented foods except W. bombi isolated from insect gut. Interestingly, W. jogaejeotgali and
W. thailandensis are closely related and both have been detected in Jeotgal, a fermented seafood product.
W. paramesenteroides and W. hellenica were detected in fermented sausages, fermented milk or cheese.



Fermentation 2017, 3, 38 4 of 31
Table 1. Weissella species, sources, taxonomic branch and genome size.
Weissella spp. Sources Genome Size (Mb) Taxonomic Branch References
W. fabalis Cocoa bean fermentation - 1 [26]
W. fabaria Cocoa bean fermentation - 1 [27]
W. ghanensis Cocoa bean fermentation - 1 [28]
W. beninensis Fermented cassava - 1 [16]
W. jogaejeotgali Jeotgal (fermented seafood) 2.11 (CP014332.1) 2 [29]
W. thailandensis Jeotgal, Mexican cheese, Thai fermented meat and fish 1.97 (HE575133 to HE575182) 2 [30]; See Table 2
W. paramesenteroides Fermented sausages, fermented fruits and vegetables, fermented mll}(, cheese, fermented cassava, 1.96 (NZ_ACKU00000000.1) 2 [31,32]; See Table 2
sourdough, fermented cereal, fermented fish
. Fermented sausages, fermented vegetables, fermented milk, cheese, fermented maize beverage, = 1.82-1.92 (NZ_BBIK00000000.1; .
W. hellenica fermented meat NZ_FMAW00000000.1) 2 [19]; See Table 2
W. bombi Gut of a bumble bee - 2 [33]
W. halotolerans Meat products, fermented sea food, cheese, fermented sausages 1.36 (NZ_ATUU00000000.1) 3 [20]; See Table 2
1.35-1.39
W. ceti Beaked whale (NZ_ANCAO00000000.1; 3 [17]
NZ_CP009224.1)
. Meat products, dry salami, kimchi, fermented milk, cheese, fermented cereal beverage, 1.53-1.56 (NZ_JQBMO00000000.1; .
W. viridescens fermented sausages, fermented fish NZ_CYXF00000000.1) 3 [24]; See Table 2
W. minor Sludge of milking machine, fermented fruits and vegetables, fermented dry salami 1.77 (NZ_JQCD00000000.1) 3 [20]; See Table 2
W. uvarum Wine grapes - 3 [25]
W. diestrammenae Gut of a camel cricket - 4 [34]
W. kandleri Desert spring and desert plants 1.33 (NZ_JQBP00000000.1) 4 [35]
. . . 1.42-1.73 (NC_015759.1; .
W. koreensis Kimchi, fermented vegetables NZ_AKGG00000000.1) 4 [36]; See Table 2
o Malaysian ingredients f.oods, clinical samples, animals, human feces, fermented fruits and 2.32-2.47 (NZ_AEKT00000000.1;
W. cibaria vegetables, fermented dairy products, cheese, fermented cassava, fermented cereal foods and 5 [37]; See Table 2
. . NZ_CP012873.1)
beverages, sourdough, cocoa bean fermentation, fermented sausages, fermented fish
Sugar cane, animal, clinical samples, Malaysian ingredients foods, human feces, pasta 2.18-2.28
W. confusa manufacturing, kimchi, fermented vegetables, fermented milk, cheese, fermented cereal foods, (NZ_MNBZ00000000.1; 5 [37,38]; See Table 2
fermented cassava, sourdough, cocoa bean fermentation, pork sausages, fermented fish NZ_CAGHO00000000.1)
W. oryzae Fermented rice grains, cereal based beverage 2.13 (NZ_BAWR00000000.1) 0 [34,39]
W. soli Soil, kimchi, Jeotgal, stinky tofu, leek fermentation, sliced cabbage - 0 [40]; See Table 2; [31]
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Table 2. Detection of Weissella spp. in fermented foods.

50f 31

Food Category Fermented Product Weissella Species Reference
Kimchi (mix vegetables) W. koreensis, W. cibaria, W. confusa, W. soli, W. hellenica [36,41-46]
Yan-dong-gua (wax gourd) W. cibaria, W. paramesenteroides [47]
Pobuzihi (cummingcordia) W. cibaria, W. paramesenteroides [48]
Jiang-gua (cucumbers) W. cibaria, W. hellenica [49]
Yan-tsai-shin (brocoli stems) W. cibaria, W. paramesenteroides, W. minor [50]
Yan-Jiang (ginger) W. cibaria [51]
Yan-taozih (pickled peaches) W. cibaria, W. paramesenteroides, W. minor [52]
Xi-gua-mian (watermelon) W. paramesenteroides [53]
Dochi (black beans) W. paramesenteroides [54]
Koozh (cucumber) W. koreensis [55]
Fruits and Suan-tsai, fu-tsai (mustard product) W. cibaria, W. paramesenteroides [56]
Vegetables Jeotgal (sea food) W. thailandensis, W. halotolerans, W. soli, W. cibaria, W. jogaejeotgali [29,43]
Fermented Food Stinky tofu W. cibaria, W. confusa, W. paramesenteroides, W. soli [571]
Tuaw jaew (soybeans) W. confusa [58]
Fermented sea food W. paramesenteroides [59]
Fermented cabbage W. cibaria [60]
Tempoyak (durian) W. paramesenteroides [61]
Commercial cucumber fermentation W. cibaria, W. paramesenteroides [62]
Cauliflower and mixed vegetables W. cibaria, W. paramesenteroides [63]
Well-fermented leek kimchi W. viridescens, W. confusa, W. cibaria [64]
Leek fermentation W. soli, Weissella spp. [65]
Commercial sauerkraut Weissella spp. [66]
Sauerkraut Weissella confusa/cibaria [67]
Nono (Fermented skimmed milk), cheese W. confusa [68]
Nunu (Ghanaian fermented milk) W. confusa [69]
Kule naoto (Masain fermented milk in Kenya) W. paramesenteroides/Lc mesenteroides [70]
Maisian fermented zebu milk W. confusa (Lb confusus), W. viridescens (Lb viridescens) [71]
Mongolian fermented milk W. viridescens [72]
Shubat (fermented camel milk) W. hellenica [73]
. Dahi (Indian yogurt like product) W. cibaria [60]
Dairy Fermented Italiyarig cheese P W. confusa, W. cibaria [74]
Food Mexican cheese (Cotija cheese) W. thailandensis [75]
Manura (hard cheese) W. paramesenteroides, W. viridescens [76]
Scamorza Altamurana Cheese W. viridescens [77]
Mozarella cheese W. hellenica [78]
Cheddar cheese W. halotolerans, W. viridescens [79]
Romanian cheese W. viridescens [80]
Mongolian dairy products W. cibaria [81]
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Table 2. Cont.
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Food Category Fermented Product Weissella Species Reference
Togwa (sorghum based food) W. confusa [82]
Gari, Attieke, Lafun (cassava) W. paramesenteroides, W. cibaria, W. confusa, W. beninensis [16,83-86]
Idli batter (Indian fermented rice and black gram based food) W. confusa, W. cibaria [60,87]
French wheat sourdqugh, buckwheat and teff sourdough, Italian W. confissa, W. cibaria, W. paramesenteroides [10,88-93]
sourdough, Turkish sourdough, spontaneous sourdough
Starchy or Mexican Pozol W. paramesenteroides [94]
Cereal-Based F . .
ermented rice grains W. oryzae [95]
Ferment,ed Food Chicha (maize based beverage) W. confusa, W. hellenica, W. paramesenteroides [96]
and Diverse Kunu-zaki (Nigerian cereal based food) W. confusa [971]
Boza (Bulgarian cereal-based beverage) W. confusa, W. oryzae [39]
Fura (African millet based food) W. confusa [98]
Borde (Ethiopian cereal beverage) W. confusa, W. viridescens [99]
Cocoa bean fermentation W. cibaria, W. ghanensis, W. confusa, W. paramesenteroides, W. fabaria, W. fabalis [26-28,100]
Makgeolli (Korean starchy alcoholic beverage) W. confusa, W. cibaria, W. paramesenteroides [101]
Nham (Thai fermented pork sausage) W. cibaria, W. confusa [102-104]
Italian fermented sausages W. hellinica, W. paramesenteroides [105,106]
Greek dry-fermented sausages W. viridescens [107]
Fermented sausages in Hungary W. paramesenteroides/W. hellenica, W. viridescens [108]
Alheira (Fermented sausage in Portugal) W. cibaria, W. viridescens [109]
Sucuk (fermented turkish sausages) W. viridescens [110]
Fermented Meat Portuguese fermented sausage W. halotolerans [111]
and Fish Product Smoked horsemeat sausage W. hellenica, Weissella spp. [112]
Fermented sausages W. hellenica [19]
Fermented Greek dry salami W. hellenica, W. viridescens, W. paramesenteroides, W. minor, W. halotolerans [113]
Chinese dong fermented meat W. hellenica [114]
Mum (Thai fermented meat) W. thailandensis [58]
Pla-ra, Pla-ra sub, plaa-som, pla-jom, pla-jaw (Thai fermented fish) W. thailandensis, W. cibaria, W. confusa, W. paramesenteroides, W. viridescens [30,58,115-117]
Sidra (Fish products) W. confusa [118]




Fermentation 2017, 3, 38 7 of 31

Finally, two species remained unclassified, W. soli and its closest neighbor species, W. oryzae.
W. soli is the only Weissella spp. which has been isolated from soil and W. oryzae has been isolated from
fermented rice grains.

All Weissella species except five were isolated from fermented food (Table 1).

Weissella beninensis 2L24P13
Weissella fabaria 257
Weissello ghanensis LMG 24286
Weissella fabalis M75
Weissella halotolerans NRIC 1627
Weissella ceti 1999-1A-09
Weissella viridescens NRIC 1536

Weissella minor NRIC 1625
Weissello uvarum B18NM42

Weissella diestrammenae ORY33
Weissello kandleri NRIC 1628
Weissella koreensis 5-5623

Weissella cibaria LMG 17699
Weissella confusa ICM 1093

Weissella thailandensis FS61-T

Weissella jogaejeotgali FOLO1
Weissella paramesenteroides NRIC 1542
Weissella bombi LMG 28290
Weissella hellenica NCFB 2973
Weissella soli LMG 20113
Weissella oryzae SG25

Leuconostoc mesenteroides subsp. cremoris DSM 20346

Figure 1. Neighbour-joining phylogenetic tree based on 165 rRNA gene sequences of Weissella and
the related species Leuconostoc mesenteroides obtained from Clustal W2 Multiple Sequence Alignment.
The relative genetic distances are indicated by the scale bar and the branch lengths. Weissella species
Accession numbers: W. beninensis 2L24P13; EU439435. W. fabaria 257; FM179678. W. ghanensis LMG
24286; AM882997. W. fabalis M75; HE576795. W. halotolerans NRIC 1627; AB022926. W. ceti 1999-1A-09;
FN813251. W. viridescens NRIC 1536; AB023236. W. minor NRIC 1625; NR_040809. W. uvarum B18NM42;
KF999666. W. diestrammenae ORY33; JQ646523. W. kandleri NRIC 1628; AB022922. W. koreensis S-5623;
AY035891. W. cibaria LMG 17699; AJ295989. W. confusa JCM 1093; AB023241. W. thailandensis FS61-T;
ABO023838. W. jogaejeotgali FOLO1; NR_145896. W. paramesenteroides NRIC 1542; AB023238. W. bombi
LMG 28290; LK054487. W. hellenica NCFB 2973; X95981. W. soli LMG 20113; AY028260. W. oryzae
5G25; AB690345.

3. Occurrence of Weissella in Spontaneous Fermentation

3.1. General Occurrence

Numerous Weissella strains have been isolated from a large panel of spontaneous fermented
foods including fruits and vegetables-based foods, fermented meat and fish products and starchy or
cereal-based foods (Table 2). A frequent detection of Weissella spp. in a large variety of spontaneous
fermented foods strengthens the fact that they are able to adapt to a multitude of environment and
play an important role in the fermentation process. Moreover, the identification of Weissella spp., which
dominates the microflora of fermented foods, is an important step for the development of new starter
cultures for the fermentation industry. These are the reasons why we hypothesized that the high
presence and the role of Weissella spp. in fermented food justifies to pay attention to a possible use as
starter in the food fermentation industry.
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3.2. Fruits and Vegetables-Based Products

W. cibaria, W. confusa and W. paramesenteroides have been isolated from fermented leek, fermented
cabbage, fermented cauliflower and sauerkraut [63,65,67,119]. These species but also W. soli,
W. thailandensis, W. hellenica, W. koreensis, W. minor, W. halotolerans and W. jogaejeotgali have been isolated
from Asian traditional fruits and vegetables-based fermented products, like Kimchi, Yan-dong-gua,
Pobuzihi, J[iang-gua, Yan-tsai-shin, Yan-jiang, Yan-taozih, Xi-gua-mian, Dochi, Suan-tsai, Jeotgal and Stinky
tofu (Table 2) [29,36,41-44,46-54,56,57]. Kimchi is a Korean traditional fermented vegetable composed
of Chinese cabbage and other ingredients like radish, green onion, red pepper power, garlic, ginger and
fermented seafood (Jeotgal) [120]. Yan-taozih (pickled peaches), Xi-gua-mian (fermented watermelon)
and Pobuzihi (fermented cummingcordia) are popular fermented fruits in China and Taiwan [53,120].
Yan-dong-gua, Jiang-gua, Yan-tsai-shin and Yan-jiang are traditional fermented foods of Taiwan, composed
of fermented wax gourd, cucumber, broccoli stems and ginger, respectively.

Interestingly, Weissella spp. are frequently found in vegetables which belong to the cabbage
family (cabbage, broccoli, cauliflower and radish) and in fruits from the gourd family (cucumbers, wax
gourd, watermelon). Nowadays, cabbages, cucumbers and olives are the main vegetables industrially
transformed by lactic acid fermentation [7]. Persistence of Weissella spp. in cabbage and gourd-based
fermented products is a cornerstone for its use as starters for these kinds of products.

Actually, the role of Weissella spp. in vegetable fermentation is not clearly understood. They are
frequently isolated from fermented vegetables and participate to the final stage of the fermented
product. W. cibaria and W. paramesenteroides are responsible for the fermentation of Yan-dong-gua.
Surprisingly, W. cibaria was replaced by W. paramesenteroides after 5 days of fermentation. In addition,
after 28 days of fermentation, both Weissella species disappeared [47]. These species disappearances
remain not understood and need to be investigated. Interestingly, these two species occur together in
other fermented foods and similar changes were observed. Both species were detected in the 3-days
initial fermentation of Fu-tsai and spontaneous cauliflower and mixed-vegetables fermentation but
disappeared during the following steps of the fermentation processes [56,63]. These two species
seem to work together in vegetables fermentation and constitute an interesting option for their use
as a mixed starter culture. W. cibaria, W. confusa and W. koreensis are frequently involved in Kimchi
fermentation. W. confusa (together with Lc. citreum) was present throughout the fermentation process
of kimchi, suggesting its importance during the fermentation [46] W. cibaria and W. confusa have been
detected in the early stage of kimchi fermentation, but were replaced by Lb. plantarum, Lb. brevis and
Lc. pseudomesenteroides. It seemed that W. cibaria and W. confusa started the fermentation and created an
environment suitable for the growth of Lactobacillus spp. [11]. It has been shown that W. soli was present
during the early stage of fermentation of kimchi but was replaced by W. koreensis [42]. Because kimchi
is generally processed by spontaneous fermentation, the LAB microflora of kimchi may vary. However,
the LAB species most frequently found in kimchi are Lc. citreum, Lc. mesenteroides, Lc. lactis, W. cibaria,
W. confusa, W. koreensis, Lb. plantarum and Lb. brevis. Generally, in vegetable fermentation, Weissella
and Leuconostoc spp. start the fermentation and are followed by more acidic tolerant species such as
Lactobacillus spp.

3.3. Dairy Fermented Foods

W. confusa, W. cibaria, W. thailandensis, W. paramesenteroides, W. hellenica and W. viridescens have
been detected in different types of cheese and fermented milk (Table 2) [68-81].

W. paramesenteroides represented a high proportion of LAB isolated both from the surface and
interior of fresh Manura cheese [76]. Besides, it was also one of the predominant LAB species isolated
during cheese ripening, suggesting its important role in the production of Manura cheese. W. confusa
appeared occasionally in Nunu fermented milk [69]. W. confusa NGB-82 (Lb. confusus) together with
L. lactis subsp. lactis MOS-11 dominated in Masai fermented zebu milk. These two strains were used as
starter cultures for this kind of milk and were able to rapidly acidify the media and inhibit the growth
of S. aureus and E. coli [71]. However, W. confusa was not present in another Masian fermented milk [70].
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W. viridescens was occasionally found in Scamorza Altamurana cheese [77] and in Romanian dairy
products [80]. W. hellenica 1M30 was able to decrease the pH of skimmed milk for the production of
Mozarella cheese and showed a proteolytic activity on milk proteins [78]. This strain may be a suitable
starter culture for industrial processing of Mozarella cheese. This was not the case for fermented camel
milk since W. hellenica was found in only one sample suggesting a contamination [73].

3.4. Meat and Fish-Based Products

The main Weissella species involved in meat and fish fermentation are W. cibaria, W. confusa,
W. paramesenteroides, W. hellenica, W. viridescens and in a lesser part, W. thailandensis (Table 2).
W. thailandensis has been first isolated from Pla-ra, a fermented fish product from Thailand [30]
and more recently, in Mum, a Thai fermented meat product [86]. Miyashita et al. [86] isolated also
W. cibaria, W. confusa, W. paramesenteroides and W. viridescens in several others Thai fermented fish
products like, Pla-ra sub, Plaa-som, Pla-jom and Pla-jaw. Presence of W. cibaria and W. confusa in Plaa-som
was confirmed by [115,116]. W. cibaria dominated the early stage of fermentation and contributed to
the product finishing.

The main LAB involved in dry and fermented sausages are Lb. plantarum, Lb. sakei and Lb. curvatus.
However, W. cibaria, W. paramesenteroides, W. hellenica and W. viridescens are frequently detected in
fermented sausages [102,105-109,113]. W. hellenica represented a low portion of the LAB isolated from
Italian sausages, suggesting that its contribution to the fermentation process was not really important.
This observation was confirmed by [107] as W. viridescens has been occasionally detected in Greek-dry
fermented sausages. W. minor has been detected in Greek-fermented sausages but should not be used
as starter for meat fermentation due to its high production of gas and peroxide [113]. As a whole,
generally, Weissella spp. represent a minority part of LAB involved in fermented sausages and their
use as starter cultures for fermented meat products is almost not considered.

3.5. Starchy and Cereal-Based Products

As shown in Table 2, W. confusa has been detected in several cereal-based fermented foods like
Togwa, Kunu-zaki, Boza, Fura and Borde [39,82,97-99]. W. cibaria, W. confusa and W. paramesenteroides
have been found in several fermented cassava products, such as Gari, Attieke and Lafun [16,83-86].
These species have also been isolated from different types of sourdough [10,88-90,92].

In Togwa fermentation, W. confusa was present from the beginning to the end of the fermentation,
together with Lb. plantarum, Lb. brevis, Lb. fermentum, Lb. cellobiosus and P. pentosaceus. However,
Lb. plantarum was the dominant species [82]. W. confusa has been shown to be the dominant species
together with Lb. fermentum during the fermentation of Fura. Indeed, these two species were isolated
from eight different processing sites and at almost all fermentation stages [98]. W. confusa and
W. viridescens were the dominant species during the fermentation of Borde, together with Lb. brevis
and P. pentosaceus. These two species are thus adapted to the niche of Borde fermentation and
constitute potential starter cultures for the industrial production of Borde [99]. W. confusa together with
Lb. plantarum and Lb. fermentum were also the dominant species during the fermentation of Lafun [86].

4. Spontaneous Versus Started Fermentation

4.1. Role of Starters in Food Fermentation

Traditional fermented foods are mainly obtained by a naturally occurred fermentation, resulting
from competitive activities of different microorganisms derived from the raw material or the
environment, including yeast, fungi and lactic acid bacteria [3,121]. Some traditional fermented
foods have been consumed for centuries and remained today an important part of the human
diet. Some famous ancient fermented foods are kefir, sauerkraut, Kimchi, kombucha and wine. Kefir,
a fermented milk beverage, is a drink originated from the Caucasian mountains and represents today a
market of €78.7 million only in North America [122]. Over spontaneous fermentation, microorganisms
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that are best adapted to the environment and exhibit the highest growth rate, dominate the fermentation
process [123]. Generally, a succession of flora is observed [7,124]. Due to multiple microorganisms’
activities, spontaneous fermentation remains difficult to control. Thus, the quality of a spontaneous
fermented product is not predictable, undesirable change of the sensory profile can occur and the risk
of fermentation failure can be important [7]. Using starter culture is the most efficient way to control
the fermentation process, to ensure quality and safety of the fermented product. A starter culture
can be defined as a microbial preparation containing a high number of at least one microorganism
to produce a fermented food by accelerating its fermentation process and bring desirable sensory
properties [8,121]. In 1873, Lister isolated the first pure bacterial culture, Bacterium lactis (nowadays
Lactococcus lactis) which became, in 1890, the first starter culture to be used for the cheese and sour-milk
production [121]. Nowadays, a number of LAB starters is used in the food industry (Table 3), producing
a high diversity of fermented products. The majority of LAB starters belong to the genera Lactobacillus,
Lactococcus, Steptococcus, Pediococcus, Leuconostoc and Bifidobacterium. Lactobacillus species are used
for the production of dairy, vegetable, cereal and meat products. Lactococcus species are mainly
used for dairy products and the main species used as commercial starter is L. lactis. Streptococcus
thermophilus is the only species within the genus Streptococcus to be used as commercial starter. It is
used for the production of yoghurt and some cheeses, due to its particular rapid acidification in milk
fermentation [125]. Among the Leuconostoc spp., Lc. mesenteroides is the main species used as commercial
starter. Lc. mesenteroides is used for the production of buttermilk and some cheese [126]. Pediococcus
species are mainly involved in the fermentation of meat products and of sourdough. P. pentosaceus
and P. acidilactici, together with Lb. sakei, Lb. curvatus, Lb. plantarum, Lb. pentosus and Lb. casei are the
species mostly used as commercial starter for meat products [124]. Oenococcus oeni, Lb. plantarum and
Lb. hilgardii are available as commercial starter cultures for the malolactic fermentation of wine since
the beginning of the 1980s [3].
Before commercialization, starters have to pass many steps of selection and performance tests.

4.2. Expected Characteristics of Starters

General criteria for the selection of starters deal with safety, technological and economical
aspects [3]. The starter culture should be able to develop some expected flavor and aroma, to improve
safety, nutritional and shelf-life properties of foods. Thus, criteria for selection of starters are mainly
divided in four aspects: technological, sensory, nutritional and safety (Table 4). A quick growth and a
high acidification rate are the first criteria for the selection of starter. A rapid acidification will create
a safe environment at the initial stage of the fermentation and thus reduce food pathogen hazard
and spoilage probability. During fermentation, LAB can be exposed to salt stress due to important
amounts of added salt, but also in fruits to high sugar levels. Therefore, adaptation to hyperosmotic
environments has to be considered, especially for making fruits, vegetables or meat based products.

The synthesis of antimicrobial compounds or bacteriocins is desired during fermentation, as these
compounds inhibit the proliferation of pathogens or spoilage microorganisms. Bacteriocins are natural
antimicrobial proteins produced by bacteria, including LAB, and their use in food industries in an
interesting alternative for food preservation. Nisin, a bacteriocin produced by several L. lactis strains is
commercially available in UE as a bio-preservative [127]. Lactic acid, acetic acid, ethanol, hydrogen
peroxide (H,O;), diacetyl, reuterin and bacteriocins are produced by LAB and show inhibiting activities
against food borne pathogens, including both gram-negative and gram-positive bacteria [128]. In
addition, LAB are able to produce antifungal compounds which inhibit mycotoxin producer growth
and can bind and reduce the content of mycotoxins [129].



Fermentation 2017, 3, 38

Table 3. Lactic acid bacteria used as commercial starters in the food industry.
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Type of Fermented Product Product LAB Species Used as Commercial Starters References
Yoghurt S. thermophilus, Lb. delbruecki subsp. bulgaricus
Fermented /Probiotic milk Lb. casei, Lb. acidophilus, Lb. rhamnosus, Lb. johnsonii, B. lactis, B. bifidum, B. brevis
Kefir Lb. kefir, Lb. kefiranofacies, Lb. brevis (1301
Dairy Fermented Foods ; ; ; ; ; ; ;
Butter and buttermilk L. lactis susbp. lactis, L. lactis subgp. diacetylactis, L.'luctzs subsp. cremoris,
Lc. mesenteroides subsp. cremoris
Swiss and Italian type cheeses  Lb. delbrueckii subsp. lactis, Lb. helveticus, Lb. casei, Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus, S. thermophilus
Cheeses (with or without eyes) L. lactis subsp. Lactis, L. lactis sub§p. cremoris, L. lac?zs subsp. diacetylactis,
Lc. mesenteroides subsp. cremoris
Lb. brevis, Lb. plantarum, Lb. sanfranciscensis, Lb. casei, Lb. delbrueckii, Lb. fermentum, P. pentosaceus,
Fermented Cereals Sourdough P. acidilactic, Lb. pontis, Lb. crispatus, Lb. paracasei, Lb. helveticus, Lb. paralimentarius, Lc. lastis (6]
Sauerkraut Lc. mesenteroides, Lb. plantarum, P. acidilactici
. Pickles Lc. mesenteroides, P. cerevisiae, Lb. brevis, Lb. plantarum [8]
Fruits and Vegetables
Fermented olives Lb. paracasei, Lb. pentosus, Lb. plantarum
Fermented vegetables P. acidilactici, P. pentosaceus, Lb. plantarum, Lb. fermentum
Vegetable iuices Lb. acidophilus, Lb. bavaricus, Lb. bifidus, Lb. brevis, Lb. casei, Lb. delbrueckii, Lb. helveticus, 3]
& ) Lb. plantarum, Lb. salivarius, Lb. xylosus, L. lactis, Lc. mesenteroides
Meat Products Sausages P. acidilactici, P. pentosaceus, Lb. sakei, Lb. curvatus, Lb. plantarum, Lb. pentosus, Lb, casei, L. lactis [124,131]
Fermented Beverages Wine Oenococcus oeni, Lb. plantarum, Lb. hilgardii [3]
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Table 4. Criteria for the selection of starters for fruits and vegetables, cereal, dairy and meat fermentation.

Criteria Fruits and Vegetables Dairy Products Meat Products Cereal Based Foods

Category

Technological - Growth and acidification rate - Growth and acidification rate - Fast production of lactic acid - Growth and acidification rate
- Salt tolerance - Production of nutraceuticals - Growth rate at different temperatures - Salt tolerance
- Tolerance to low values of pH - Accelerate ripening of cheese - Salt and pH tolerance - Growth at low temperatures
- Growth at low temperature - Resistance to bacteriophage - Persistence over the whole fermentation - Synthesis of antimicrobial compounds
- Completeness of fermentation - Proteinase and peptidase activity and ripening process
- Malolatic fermentation - Nitrate and nitrite reduction
- Tolerance to phenols - Catalase positive
- Synthesis of antimicrobial substances - Lactose negative
- No formation of hydrogen peroxide - Proteolytic and lipolytic enzyme activities
- Pectinolytic activity - No formation of hydrogen peroxide

- Antagonism against pathogens
- Improve the nutritional value of the

sausages
Sensory - Hetero-fermentative metabolism - Production of aroma and flavor - Formation of flavor - Hetero-fermentative metabolism
- Synthesis of aroma compounds and - Synthesis of exopolysaccharides - Hetero-fermentative metabolism - Synthesis of aroma compounds and
their precursors their precursors
Nutritional - Synthesis of exopolysaccharides - Synthesis of exo-polysaccharides - Tolerance or even synergy to other - Release of free amino acids
- Increase of the antioxidant activity - Bacteriocins production microbial components or starters - Synthesis of biogenic compounds
- Synthesis of biogenic compounds - Reduction of toxic or antinutritional factors - No formation of ropy slime - Degradation of antinutritionnal factor
- Bacteriocin production - Low-calorie sugar production - Bacteriocin production (phytic acid)
- Vitamin production - Probiotic features - Increase the antioxidant activity
- Bioactive peptide production - Synthesis of exopolysaccharides

- Production of conjugated linolein acid (CLA)

Safety - No formation of biogenic amines
- No antibiotic resistance profile
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The synthesis of exopolysaccharides (EPS) could be searched, especially for dairy and bakery
products, for both sensory and nutritional reasons. According to their composition, EPSs are divided
into homopolysaccharides (HoPS) and heteropolysaccharides (HePS). HePSs are composed of repeated
units consisting of two or more monosaccharides, mainly galactose, glucose, fructose and rhamnose.
HoPS are composed of repeated units of one monosaccharide, mainly glucose or fructose, and
are classified in «-D-glucans (dextran, mutan, reuteran and alteran) or in -D-glucans (levan and
inulin-types). EPSs are produced intracellularly or extracellularly, and some bacteria are able to
produce capsular EPS (CPS), which are covalently bound to the cell surface. In food industry, EPS are
used as viscosifier, water-binding or gelling agents, stabilizers, texturizers and emulsifiers. Besides, EPS
may act as antioxidant, antitumor, antiulcer and exert immune-modulating and cholesterol-lowering
activities [132].

The ability to increase antioxidant activity is another criterion used to select functional starters
for fruits and vegetables fermentation [7]. Several studies demonstrated that lactic acid fermentation
increased the polyphenol content associated with an increase of the antioxidant activity [133-136].
This increase is mainly explained by enzymatic depolymerization of phenolic compounds by LAB [137],
leading to more efficient uptake and higher bioavailability of plant polyphenols.

4.3. Non-Expected Characteristics of Starters

Despite of its antimicrobial activity, HyO, is non-desired for some fermented products, especially
in fermented sausages. Indeed, H,O; can react and degrade organic and antioxidant compounds,
increase rancidity and form a discoloration of the final product [7,124]. Papamanoli et al. [107] reported
that 100% of Lb. plantarum strains (7), 58% of Lb. curvatus strains (24) and 84% of Lb. sakei strains (49)
were able to produce H,O5. It is surprising to note that these species are the main used as starters for
fermented sausages.

Others LAB characteristics, which are non-desired for their use as starters, are those associated
with health disorders. In particular, biogenic amines, which are organic bases mainly formed by
the decarboxylation of amino acids, caused a number of outbreaks, resulting from fish or cheese
consumption [138]. Histamine, putrescine, cadaverine, tyramine and (3-phenylethylamine are the
biogenic amines most frequently found in fermented foods like cheese, wine, sausages, beer, sauerkraut
and fish. Bacteria associated with biogenic amines poisoning belong to the Enterobacteriaceae family,
such as Morganella morganii, Klebsiella pneumonia and Hafnia alvei. Despite the fact that LAB could
produce biogenic amines, no study has reported food poisoning resulting from LAB activities.

4.4. Improvement of Starters

Together with the starter research, several tools have been developed these last decades in
order to enhance technological, sensory and nutritional properties of selected starters. Genetic and
metabolic engineering facilitates the manufacturing of new starters expected to be superior to that
found naturally [139]. It consists in adding or deleting some desired or non-desired criteria, altering
a specific trait of a starter or transferring into another more preferable strain. Several tools have
been used to develop new interesting and performant starters, such as the use of plasmid vectors,
chromosome modification and expression systems, genetic mutants or engineering strains with genes
from other LAB or other bacteria [140]. For instance, the gene encoding a bacteriocin from Lb. helveticus
was introduced into Lb. acidophilus using a recombinant plasmid [141]. Genes encoding peptidases
from a proteolytic Lb. helveticus strain were introduced into L. lactis. New peptidolytic activities were
conferred to L. lactis with the aim to accelerate cheese ripening process [142]. Generally, independently
of genetic methods used, starter genome sequencing is necessary and constitutes the model for starter
engineering. However, authorization for producing these kind of microorganisms is necessary in most
countries and consumers are reluctant regarding the use of genetically modified microorganisms in
food industry.
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Evolutionary engineering is currently the most promising direction for the improvement of
starters. It consists of repeated steps of batch cultivation strains in the presence of a selective pressure
or under selective conditions. The aim of serial batch cultivations is to increase genetic diversity
resulting from mutations. Some mutants will survive and grow better under specific conditions
than the initial strains [143,144]. Evolutionary engineering is largely investigated for Saccharomyces
cerevisiae [145] and application on LAB deserves a deeper investigation. Experimental evolution has
been performed on L. lactis KF147 strain, isolated from mung-bean sprouts [146]. The particularity of
this strain is its poor growth in milk compared to other dairy L. lactis strains. L. lactis KF147 was serial
cultivated for 1000 generations in skimmed milk and three mutants were selected NZ5521, NZ5522, and
NZ5523. The acidification rates of NZ5521, NZ5522 and NZ5523 were increased compared to KF147.

5. Investigation into Using Weissella spp. as a Starter

5.1. Acidification and Growth Performance

Acidification and growth performance are important criteria for the selection of starters.
W. koreensis HO20 (and Lc. citreum HO012) reached to 6.5 to 9.5 log-cfu-g~! of dough and decreased
the pH from 6.4 to 4.4 after 24 h of sourdough fermentation [147]. As a comparison, Lb. plantarum
and Leuconostoc spp. reached to 6.5 to 9.5 log-cfu-g~! and 6.8 to 9.2 log-cfu-g ! of dough, respectively
after 20 h of sourdough fermentation [148]. W. cibaria MG1 decreased the pH from 6.8 to 4.3 during
the fermentation of different sourdough (buckwheat, quinoa, teff and wheat) [149]. W. confusa PE36,
Lb. plantarum PE21 and Lb. curvatus PE4 grew from 4.5 to 8.9 log-cfu-g~! and decreased the pH from
5.0 to 3.7 after 15 h of fermentation of red and yellow peppers [150]. W. thailandensis was not able
to acidify milk compared to Lactobacillus spp. [75]. Growth and acidification capacities of Weissella
species in food fermentation, more precisely W. cibaria, W. confusa and W. koreensis are similar to those
observed for Lactobacillus or Leuconoctoc.

5.2. Production of Exopolysaccharides

Commercial production of EPS has focused mainly on dextran producing Leuconostoc species.
However, several studies reported the production of EPS by Weissella spp. (Table 5). EPS are generally
produced at levels of 10 mg-L~! to 1 g-L~! and have high molecular mass (10° Da). Dextran from
Weissella spp. harbor a molecular mass between 10* and 10% Da. Dextran of Weissella may be an
alternative for the industry. Dextran production by W. cibaria MG1 during sourdough fermentation
was reported by [149,151]. W. cibaria MG1 produced a significant higher amount of EPS (8 g/Kg) than
Lb. reuteri Y2 and VIP (0.6 and 3.28 g/Kg, respectively) in sourdough. W. cibaria WC4 and Lb. plantarum
PL9 produced the same amount of EPS during sourdough fermentation (2.5 g/Kg). Besides, these
two strains increased the viscosity and the resulting bread showed a higher volume and a lower
firmness [10]. Production of levan and CPS have been also described for some W. confusa strains [152].
Since Weissella spp. are able to grow in sourdough and produce a high amount of EPS, they present an
interest as starters for industrial production of sourdough.

Table 5. Characterization of EPS from Weissella species.

Type of Molecular Amount

Species Source EPS Mass (Da) Produced Media Reference
11
W. cibaria (WC4) Sourdough Glucan  11-13 x 10¢ 2 8L (6d) MRS+ Sucrose [10]
25gkg™! Sourdough
W. cibaria (WC3) Sourdough Glucan 1.1-13 x 10* 67gL"1(6d) MRS + Sucrose [10]

W. cibaria (WC9) Sourdough Glucan 1.1-1.3 x 10* 55 g~L’1 (6d) MRS + Sucrose [10]
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Table 5. Cont.

Type of Molecular Amount

Species Source EPS Mass (Da) Produced Media Reference
09gkg!
106 to 107 32gkg ! [149]
W. cibaria (MG1) Sourdough Dextran 12gkg ! Sourdough
8g-kg! 151
7.2 % 108 558 (1511
36.4 g-L’1 MRS + Sucrose [153]
W. cibaria (11GM-2) Sour milk Dextran >2 x 107 ND MRS + Sucrose [152]
W. cibaria (CMGDEX3) Cabbage Dextran >2 x 10° 024 g L1 MRS + Sucrose [154]
W. cibaria (JAGS) Apple Dexran 8 x 10° 38g-L-1(12h) Tsuchiya medium [155,156]
W. confusa (E392) Soured carrot mash ~ Dextran ND ND MRS + Sucrose [157]
. 172 g'kg™!
W. confusa (KR780676) Idli batter Galactan ND . MRS + Sucrose [87]
(dry weight)
7
W. confussa (F3/2-2) . Cassavz.i Dextran >2 x 10 ND MRS + Sucrose [152]
ermentation Levan 2 x 10° ND MRS + Raffinose
W. confusa (8CS-2) Sour milk HePS ND ND MRS + Glucose [152]
Dextran >2 x 107 ND MRS + Sucrose
W. confusa (NH 02) Nham ND 1.13 x 106 18.08 g-L 7! MRS + Sucrose [104]
W. hellenica (SKkimchi3) Kimchi Glucan 2.03 x 10° 5.12 g-L’1 MRS + Sucrose [45]

The effect of EPS-producing Weissella was also investigated on vegetable puree. Dextran from
W. confusa and Lc. lactis was able to improve the texture and sensory properties of pureed carrots, with
pleasant odor and flavor [158].

5.3. Production of Antimicrobial Substances

Ayeni et al. [68] determined lactic acid, acetaldehyde, acetone and ethanol amount production
of W. confusa, Lb. brevis and Lb. paracasei strains after 24 h of culture in MRS broth. W. confusa strains
produced 13.2 to 15.9 mg-mL~! lactic acid, 15.8 to 32.8 pug-mL~! acetone, 35.1 to 64.0 pg-mL~!
acetaldehyde and 2.7 to 5.0 mg-mL~! ethanol while Lactobacillus strains produced 13.7 to 21.8 mg-mL !
lactic acid, 4.0 to 38.1 pg-mL~! acetone, 12.6 to 42.4 pg-mL~! acetaldehyde and 0.01 to 4.3 mg-mL~!
ethanol in the same conditions. The lowest production of lactic acid was observed for W. confusa.
However, the highest productions of acetaldehyde and ethanol were observed for W. confusa strains.
W. koreensis HO20 has been shown to produce more ethanol than Lc. citreum HO12 during sourdough
fermentation (4.7 and 3.0 mmol-kg_1 dough) [147].

W. cibaria and W. confusa strains showed the same antimicrobial activity against E. coli K12
than Lb. fermentum, Lb. plantarum and P. curvatus strains, however this activity was strain dependent.
W. cibaria strains showed zones of inhibition comprised between 14.5 and 23.5 mm, while those of
Lb. fermentum strains were comprised between 16.2 to 23.2 mm. Anyway, the highest antagonist activity
against E. coli was observed for W. cibaria 142 [60]. In addition, W. confusa has been shown to inhibit
the growth of Helicobacter pylori [159].

Bacteriocins isolated from Weissella spp. have been extensively reviewed by [18]. Weissellicin
110, produced by W. cibaria 110 was active against several LAB, including Lactobacillus, Leuconostoc
and Weissella species [117]. Several other bacteriocins have been purified from W. hellenica strains
(weissellicins D, L, M, Y, 7293A and 7293B) and W. paramesenteroides (weissellicin A) [114,160-163].
Weissellicin L presented a high homology with leucocin B-TA33a, produced by Lc. mesenteroides TA33a.
More recently, Weissellicin MBF has been characterized from W. confusa [164]. Interestingly, weissellicin
MBF is encoded by a large transferable plasmid of 17.6 kbp, pWcMBF8-1. To the best of our knowledge,
this is the first study which reported plasmid-associated bacteriocin activity in the genus Weissella.
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5.4. Probiotic Aspects

Probiotics can be defined as living microorganisms which once ingested exert health beneficial
properties. The criteria for the selection of probiotics are: (1) the ability to survive through the passage
into the human gastrointestinal tract (GIT), that is to say low pH in the stomach and bile salts in the
small intestine; (2) a human origin and isolation from healthy human GIT; (3) a non-pathogenic history;
(4) not being associated with diseases; (5) not carrying transmissible antibiotic resistance genes and
(6) the Generally Recognized as Safe (GRAS) status. Today, LAB associated with probiotic potential
mainly belong to Lactobacillus and Bifidobacterium genera [165]. Recently, investigation of probiotic
effect of Weissella spp. have gained [55,60,166].

Patel et al. [60] reported that W. confusa AI10 was the most resistant strain to bile salts (0.3%),
with 72% of survival after 24 h at 37 °C. On the contrary, Lb. plantarum AD29 was the less resistant,
with 14% of survival. In the same study, W. cibaria 142 showed 131% of survival after 2.5 h at 37 °C in
MRS broth adjusted to pH 3, which demonstrated the ability of this strain to grow in acidic conditions.
Reference [107] related that 100% of Lb. plantarum strains were resistant to 0.3% of bile salts and none
of those strains were able to grow at pH 3. Anandharaj et al. [55] reported that W. koreensis FKI21 was
the best resistant strain to pH 1.0, with 29.8% of survival, while Lb. crispatus G16 showed the lower
resistance with 18.3% of survival. In this same study, W. koreensis and Lb. crispatus strains showed
approximately the same resistance profile to 0.3% and 0.5% of bile salts. Hence, resistance to bile salts
and to acidic conditions are strain dependent and regarding these criteria, probiotic activity should
not be assigned to one specific LAB genus or species.

5.5. Role in Bioavailability and Antioxidant Activities

The increase of antioxidant activity occurring over lactic acid fermentation has been related to the
activity of several enzymes, such as (3-glucosidase (E.C. 3.2.1.21), tannase (E.C. 3.1.1.20), p-coumaric
acid decarboxylase (PAD) (E.C. 4.1.1.102) or feruloyl esterase (E.C. 3.1.1.73). These enzymes have been
largely described in Lactobacillus and Bifidobacterium spp. [167-171]. Concerning Weissella spp., only a
few studies reported these activities.

[-glucosidases catalyze the hydrolysis of diverse compounds with (3-D-glucosidic linkages, like
oligosaccharides, cell wall components, pigments and cyanogenic glucosides [172]. 3-glucosidases
have been used in lactic acid fermentation to convert isoflavones glucosides into their corresponding
aglycones [173]. Isoflavones constitute a subfamily of the flavonoids. It has been suggested that
isoflavones aglycones are absorbed faster and in larger amounts that their corresponding glucosides
in humans. Both tannase and (3-glucosidase activities were reported for Lb. plantarum, Lb. pentosus,
Lc. mesenteroides subsp. mesenteroides and W. cibaria strains, whereas only (3-glucosidase activity was
detected for W. paramesenteroides BFE 7601 [85]. W. cibaria and W. confusa strains showed up to 50-fold
higher -glucosidase activity than L. lactis subsp. cremoris. W. confusa has been shown to increase
aglycone level in fermented soymilk as well as Lb. paraplantarum and Streptococcus salivarius [173].
Soymilk fermented for 12 h with Weissella spp. 4 (not identified) was 100-fold lower in isoflavones
glucosides and 3-fold higher in aglycones than the one fermented with Streptococcus infantarius [174].

Phenolic acid decarboxylase is responsible for the decarboxylation of caffeic, g-coumaric and
ferulic acids into their corresponding vinyl derivatives vinylcatechol, g-vinylphenol and vinlguaiacol,
respectively. These vinyl derivatives can be reduced into ethylcatechol, ethylphenol and ethylguaiacol,
respectively by the phenolic acid reductase. W. cibaria/confusa strains were shown to be able to
reduce and decarboxylate caffeic, o-coumaric and ferulic acids. Lb. brevis, Lb. fermentum, Lb. curvatus,
Lc. mesenteroides and Lb. rossine were also able to metabolize these phenolic compounds [175].
Kimchi started with W. koreensis OK1-6 has been shown to decrease epidydimal fat pad weight, leptin,
triglyceride and cholesterol levels in obese mice [176], suggesting anti-obesity and anti-cholesterol
effects of W. koreensis OK1-6.
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6. Possible Constraints for the Use of Weissella spp. as Starters

6.1. Biogenic Amine Production of Weissella

Amino acids like histidine, lysine, ornithine and tyrosine can be decarboxylated by LAB in
histamine, cadaverine, putrescine and tyramine, respectively. This ability is highly variable and often
strain specific [177]. No production of biogenic amine from histidine, lysine, ornithine or tyrosine has
been detected for W. confusa strains [118] neither by W. cibaria strains [178] nor by W. viridescens [110].
In these studies, the method used for the detection of biogenic amines was a qualitative method
using bromocresol purple as a pH indicator. Using this method, E. faecium and E. faecalis were able
to produce biogenic amines [110]. The detection of genes encoding amino acid decarboxylase would
help to confirm these observations. On the contrary, some Weissella strains (W. cibaria, W. confusa,
W. paramesenteroides) have been shown to produce higher amount of biogenic amines (cadaverine,
putrescine, histamine and tyramine) than Leuconostoc strains [179]. W. halotolerans W22 and Lb. hilgardii
X1B were able to degrade arginine in putrescine using arginine deiminase or ornithine and arginine
decarboxylation pathways [111,180]. Some strains of Lb. brevis, Lb. hilgardii and P. pentosaceus were
able to produce tyramine and putrescine [181]. W. hellenica 15.32 has been shown to produce only
histamine whereas Lc. mesenteroides and Lb. sakei strains produced histamine plus tyramine in the same
conditions [182]. As for other LAB species, biogenic amine production was strain-dependent and some
Weissella strains did not produce any of the biogenic amine searched.

6.2. Antibiotic Resistance Profile of Weissella

Antibiotics are frequently used by the health care industries to fight infections. The excessive
and inappropriate use of antibiotics lead these last decades to a development of antibiotic resistance
in bacteria. Nowadays, it is clearly established that LAB possess several antibiotic resistance genes,
and the problem is that they can transfer these genes to pathogenic bacteria [183]. Hence, antibiotic
resistance of LAB should be taken carefully regarding their use as starters or probiotics. Several studies
reported antibiotic resistance profile of Weissella spp. W. cibaria, W. confusa and W. paramesenteroides
strains have been shown to be resistant to streptomycin and gentamicin. Only W. cibaria strains were
resistant to penicillin G [179]. Several strains of Lb. fermentum, Lb. plantarum, W. cibaria, W. confusa and
P. parvulus were resistant to vancomycin, norfloxacin, gentamicin and kanamycin. The same strains
were sensitive to erythromycin, chloramphenicol, ampicillin and tetracycline. Only a few strains of
W. cibaria, Lb. fermentum and Lb. plantarum were resistant to polymyxin [60]. D’Aimmo et al. [184]
analyzed antibiotic resistance profile of several strains of Bifidobacterium animalis subsp. lactis, B. longum,
Lb. acidophilus, Lb. casei and Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus and S. thermophilus. All tested strains were
resistant to aztreonam, cycloserin, kanamycin, polymyxin B and spectinomycin. Several probiotics
LAB have been associated with antibiotic resistance such as Lb. reuteri ATCC 55148, Lb. brevis
ATCC 8287 and Lb. plantarum DG507 which have been shown to be resistant to vancomycin and
erythromycin [185]. Since, Lactobacillus have been associated with fermented foods consumed for
decades, they are considered as safe for humans. Hence, antibiotic resistance profile of these species
is often neglected. From our point of view, Weissella genus should not be associated systematically
with antibiotic resistance patterns on the grounds that some strains presented resistance to a low
number of antibiotics. Besides, Weissella spp. share numerous habitats with Lactobacillus, Leuconostoc,
Lactococcus and Pediococcus. All of these species have been associated with antibiotic resistance and
each of them may transfer antibiotic resistance gene to each other. As evidence from literature data,
antibiotic resistance is strain-dependent, and a careful analysis of each LAB strain should be realized
before its application as starters for food fermentation.

6.3. Infections Associated with Weissella

Of the 21 Weissella species, only strains of W. cibaria, W. confusa, W. paramesenteroides and
W. viridescens have been isolated from human clinical samples. W. viridescens and W. cibaria have
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been associated with healthy human vaginal microbiota, together with Lactobacillus, Leuconostoc,
Pediococcus, Streptococcus and Enterococcus [186-188]. Lee, (2005) [188] suggested W. cibaria PL9023
(W. kimchi) as a probiotic for women, since it has been shown to inhibit the growth of vaginal pathogens
like E. coli, Candida albicans and Streptococcus agalactiae. W. confusa, W. cibaria and W. paramesenteroides
have been isolated from healthy human feces [166,189-192]. Interestingly, Weissella spp. mainly
isolated from healthy humans (W. cibaria, W. confusa, W. paramesenteroides, W. viridescens) are the same
species frequently isolated from fermented foods. Since, they have been isolated from human vagina
and feces, Weissella spp. may adhere and colonize the human GIT. These observations support data
regarding resistance of Weissella to bile salts and acidic conditions.

Despite the fact that numerous Weissella spp. have been isolated from healthy humans and
are suggested as probiotics, they are often classified as opportunistic pathogens since they were
occasionally associated with infections. Actually, four Weissella species have been associated with health
disorders and infections, both in animals or humans: W. cibaria, W. confusa, W. viridescens and W. ceti.
W. ceti is considered to be a pathogen which infects fish and rainbow trout [193,194]. Genome sequence
analysis of W. ceti strains revealed the presence of several virulence factors and antibiotic resistance
genes [195], which comforts its potential pathogenicity. To the best of our knowledge, no study
reported infections associated W. ceti in humans. W. cibaria and W. viridescens have been associated
with bacteremia [18] and W. cibaria and W. confusa have been also isolated from dog ear otitis [37].
Concerning W. confusa, several cases reported bacteremia and infections [196-206]. In almost all
cases of infections associated W. confusa, patients were immunocompromised or have undergone
chemotherapy or organ transplant [207]. These organisms” weaknesses may facilitate the entry of
W. confusa in the body. In almost all cases of W. confusa infections, vancomycin-resistance profile of
these species has been point out.

In parallel, [208] reported more than 200 cases of related Lactobacillus associated infections.
The Lactobacillus species most frequently associated with bacteremia are Lb. casei and Lb. rhammnosus.
Lactobacillus spp. have been shown to be resistant to vancomycin and erythromycin in 27% and 97% of
bacteremia associated Lactobacillus, respectively. Surprisingly, Lactobacillus are the main species used
as starters or probiotics in food industries. Their potential pathogenicity does not deprive them of
their safe status. Because immunodeficiency was the main risk factor of Lactobacillus bacteremia, [209]
suggested that Lactobacillus bacteremia should be considered as a negative prognostic marker rather
than a pathogen, suggesting comorbidities. Drawing a parallel between the two genera, Weissella spp.
should not be considered as pathogens because W. confusa have been associated with bacteremia.

6.4. Bacteriophage Infection

Bacteriophages are ubiquitous, they are considered as the most predominant biological materials
present in the world [210]. Phages infecting LAB have been associated with fermented products with
inferior quality, especially in dairy products. Adsorption of phage particles to bacterial cells is the
initial step of phage infection, then after phages inactivate and lyse microbial cells [211]. Only a few
studies reported phages infecting Weissella spp. Bacteriophage ®22 from W. cibaria N22 was isolated
from Nham, a Thai fermented pork sausage [212]. Both ®22 and ®YS61 belong to the Podoviridae
phage family and harbor size genome of 29 Kb and 33.6 Kb, respectively. Lu et al. [62] isolated
57 phages infecting W. cibaria, W. paramesenteroides, Lb. plantarum and Lb. brevis in commercial cucumber
fermentation. Some phages were able to infect species from different genera, for instance ®3.2.27 was
able to infect W. cibaria, Lb. plantarum and Lb. brevis. Interestingly, all Weissella hosts were isolated
from day 3 of the fermentation process. The same authors isolated 28 bacteriophages infecting
Lc. citreum, Lc. mesenteroides, Lc. pseudomesenteroides, Lc. fallax, Weissella spp., Lb. plantarum, Lb. brevis
and Lb. paraplantarum in commercial sauerkraut [66]. Interestingly, all hosts isolated from days 1
and 3 of the fermentation process belong to Leuconostoc and Weissella, while all hosts isolated after 3
days of fermentation belong to Lactobacillus. These observations are correlated to the dominance of
Weissella spp. in fermented foods, where they appeared generally at the beginning of the fermentation
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together with Leuconostoc spp. The authors suggested that bacteriophages may play an important role
in the LAB succession occurred in vegetables fermentations. Hence, bacteriophages of Weissella would
require a deeper investigation. The disappearance of Weissella observed in vegetables fermentation
may be the consequence of dying cells caused by phage infections. The majority of phages infecting
Leuconostoc spp. were isolated from dairy products but vegetable fermentation constitutes another
source of phages infecting Leuconostoc, Weissella and Lactobacillus spp. [211]. Among LAB, L. lactis,
S. thermophilus and Lactobacillus are the main bacteriophages infecting hosts. Indeed, the genome
sequence of 58 phages infecting L. lactis have been published [213]. Repeated use of the same starter
culture in the same raw material has been suggested to be a risk of phage infection. Thus, development
of new starter cultures would be useful both for consumers and food industries.

6.5. Regulations

A substance commonly used in food prior to 1958 is recognized as GRAS (Generally Recognized as
Safe) by the Food and Drug Administration (FDA) and the list includes fermentative microorganisms.
Since 2007, food microorganisms with a safety assessment are listed as QPS (Qualified Presumption
of Safety) by the European Food Safety Authority (EFSA). Probiotics are alive microorganisms
which, when ingested in adequate numbers exert a health benefit on the host. Species such as
Enterococcus faecium, Lb. plantarum, Lb. acidophilus and Lb. casei subsp. rhamnosus possess the GRAS
status [185]. Lactobacillus, Bifidobacterium, S. thermophilus and E. faecium are the probiotics mainly used
in the food industry [214].

Bourdichon et al. [215] created a list called “Inventory of Microbial Food Cultures”. The microbial
species with a documented presence in fermented foods were included in this list. On the contrary, the
species considered as undesirable in food, that do not harbor interested metabolic activity and with a
lack of data related interested criteria in food fermentation were excluded of the list. Interestingly, the
authors included Weissella species in this list as microorganisms with beneficial use.

However, Weissella spp. are still not recognized as GRAS by the FDA neither as QPS by the EFSA,
so not as a probiotic since GRAS status is required as criteria for probiotic status.

Weissella spp. are frequently associated with Lactobacillus, Leuconotocs, Lactococcus and Pediococcus
in different habitats, and in food fermentation Weissella spp. participate to the process but
Lactobacillus spp. remained generally the dominant species. Since, Lactobacillus are used for centuries
in food fermentation, they possess the GRAS status. Industrial people easily prefer using recognized
safe LAB rather than those which are not.

7. Concluding Remarks

Starter selection is a complex and long process which requires several steps: (1) isolation
and invitro selection; (2) validation on a lab-scale; (3) validation at factory-scale [216].
Bevilacqua et al. [216] developed a general flow-sheet for the selection of suitable yeast starter cultures,
but it can easily be adapted for LAB (Figure 2). Starter cultures may consist of a single culture or a
multiple culture containing a mixture of several strains. Self-propagation of the starter culture was
initially the preferred method, but with this method several LAB characteristics were lost [8] and
it was gradually replaced by ready-to-use frozen, freeze-dried or lyophilized highly concentrated
cultures [3,139]. However, the manufacturing of frozen and freeze-dried cultures are long and
expensive steps, limiting the production and the development of starter.

Weissella species harbor different sources of habitats, fermented foods, animal, environment
and human sources. They share these habitats with LAB commonly used as starters or probiotics,
like Lactobacillus, Leuconostoc, Lactococcus and Pediococcus species. Weissella spp. are extensively
involved in spontaneous fermented foods, especially fruits and vegetables based products, in which
they could dominate the process.

Nowadays, Weissella proposal as starter is still under investigation at the lab-scale, whereas the
genus was described 24 years ago. Weissella do not possess the GRAS status so it probably limits
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investigation for use as starter. From the literature, scientists are divided about using Weissella spp. as
starters. Weissella are often classified as opportunistic pathogens, which seems to be a limit for food
application. Some LAB species used as commercial starters have been associated with biogenic
amine production, antibiotic resistance profile and infections. Surprisingly, these non-expected
characteristics do not deprive them of their GRAS status and even less of their commercial starter status.
Infections associated Weissella strains do not justify their rejection as commercial starters, especially
since infections associated Weissella is strain-dependent. Weissella spp. can be used as commercial
starter but safety aspects of the selected Weissella strain need to be investigated.

- Identification at GRAS species
molecular level

1
1
YES ' NO
i
1
YES L
End of the Production of ., Define GRAS
process toxic compounds status
.
NO NO T
“ua

Functional properties
Technological traits and prop
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Figure 2. Flow-sheet for the selection of a starter [216]. Dotted line is for facultative paths.
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CHAPITRE I
Diversiteé de la flore bactérienne lactique
presente a la surface de fruits et legumes de
la Réunion
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Introduction

La surface des fruits et des légumes est caractérisée par un grand nombre de microorganismes
différents, incluant des bactéries a Gram positif et négatif, des levures et des moisissures. En
général, les levures et les bactéries a Gram négatif sont dominantes, les bactéries lactiques ne
représentent qu’une toute partie de la flore microbienne [9]. Or, quand les conditions
(température, nutriments, eau) leurs sont favorables, elles deviennent dominantes dans les
fermentations spontanées de fruits et de légumes. En effet, elles sont caractérisées par une
croissance et une acidification rapide, inhibant la croissance des bactéries & Gram négatif et
les levures, ce qui permet d’allonger la durée de conservation des aliments. De plus, avec la
production de composes antimicrobiens, les bactéries lactiques constituent également de

potentiels candidats pour la biopréservation de fruits et de legumes.

La caractérisation des especes de bactéries lactiques présentes a la surface des fruits et des
légumes est une étape importante, d’une part pour la recherche de starters pour la
fermentation de fruits et de légumes et d’autre part pour la recherche de cultures pour la
biopréservation d’aliments a base de végétaux. Les bactéries choisies doivent ainsi répondre a

plusieurs criteres technologiques, organoleptiques, sanitaires et nutritionnels.

Les bactéries lactiques forment un groupe tres bien décrit et notamment pour les applications
laitieres. Toutefois, certaines especes sont moins connues, comme par exemple dans les
genres Weissella et Fructobacillus, et certaines niches écologiques, comme la phyllosphere
des plantes comestibles, présentent des particularités qui pourraient augmenter la diversité des
génotypes et phénotypes. Ainsi, aucune autre étude ne décrit les especes de bactérie lactique
présentes a la surface de fruits et de légumes cultivés a la Réunion. La papaye (Carica
papaya), avec sa chair colorée, juteuse et riche en vitamine C, est tres appréciée des
réunionnais. La tomate (Lycopersicon esculantum) est un fruit riche en caroténoides, la
production annuelle de tomate a la Réunion s’estime a 12 000 tonnes. L’achard, mélange de
I[égumes (chou, carotte, haricots verts, piments) marinés dans du vinaire, du sel, de I’huile et
du curcuma, est un aliment traditionnel de la Réunion. Les légumes marinés dans du sel sont

riches en minéraux et nutriments favorables a la croissance des bactéries lactiques.
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La premiere étude de cette thése avait donc pour objectif de mieux caractériser la flore
bactérienne lactique présente a la surface des végétaux cultivés a la Réunion, en ciblant la
papaye, la tomate et les achards, afin de collecter de potentiels starters pour la préservation
des fruits et légumes tropicaux par fermentation lactique. Des ananas Victoria de la Réunion
avaient également été sélectionnés pour I’étude, mais aucune bactérie lactique n’a pu y étre

isolée.

Résultats

Les résultats portant sur la caractérisation génotypique et phénotypique de 77 bactéries
lactiques isolées de papaye, de tomate et d’achards sont décrits dans un article (en
préparation), intitulé Tropically grown fruits and vegetables as a diversity pool for lactic

acid bacteria. Ce manuscrit sera soumis au journal Research in Microbiology.

Article 1 : Tropically grown fruits and vegetables as a diversity pool for lactic acid bacteria
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Résultats complémentaires

Introduction

Les bactéries lactiques sont commercialisées soit sous forme de starter soit en tant que
probiotique. Les starters commerciaux ou souches probiotiques utilisées par les industries
alimentaires sont reconnues slres pour I’organisme humain et présentent des caractéristiques
technologiques adaptées a leur application. Certaines espéces des genres Lactobacillus et
Lactococcus comme Lb. acidophilus, Lb. rhamnosus, Lb. plantarum, ou Lactococcus lactis
sont disponibles commercialement en tant que souches probiotiques [124]. Lb. plantarum et
Lb. pentosus sont les principales espéces commercialisées en tant que starter pour la
fermentation de fruits et de légumes [125]. Dans le cadre de ces travaux, nous avons envisagé
de comparer les performances de certains de nos isolats a celles de trois souches
commerciales de Lactobacillus. Nous avons conclu un accord avec la société Lallemand SA

qui nous a fourni trois souches dédiées a différentes applications.

Matériels et méthodes

Souches de la société Lallemand SA utilisees

Trois souches commerciales appartenant au genre Lactobacillus ont été utilisées :
- Lactobacillus plantarum K45 (application en cenologie)
- Lactobacillus plantarum LANL1 (probiotique animal)

- Lactobacillus pentosus LPO (fermentation d’olives).

Les souches sont cultivées sur gélose MRS a 30°C de la méme fagon que nos isolats. La
production d’exo-polysaccharides a été testée sur gelose MRS saccharose pour ces trois

souches.

Séquencage du gene recA et génotypage (GTG)s
Les profils (GTG)s et I’amplification du géne recA de nos isolats de Lactobacillus ont été
compares a ceux des trois souches commerciales, selon les méthodes décrites dans I’article

précédent.
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Tolérance aux sels biliaires

La tolérance aux sels biliaires est une des caractéristiques désirées pour la recherche de
probiotique. Un probiotique doit étre de capable de survivre au passage dans le tractus gastro-
intestinal, c’est-a-dire survivre au faible pH de I’estomac et a la présence de sels biliaires dans
I’intestin. La tolérance aux sels biliaires de nos isolats a donc été comparée a celle des trois
souches commerciales, selon la méthode décrite dans I’article précédent.

Résultats et Discussion

Production d’exo-polysaccharides

Les trois souches LPO, K45 et LAN1, tout comme nos isolats du genre Lactobacillus ne
produisent pas d’exo-polysaccharides sur de la gélose MRS-saccharose. La production d’EPS
par des souches de Lb. pentosus et Lb. plantarum isolées d’une fermentation spontanée
d’olives vertes et de tofu traditionnel Chinois, respectivement a déja éte reportée
[54,126,127].

Séquencage du gene recA

L amplification du géne recA des trois souches a permis de confirmer I’identification de nos
isolats. Selon la méthode décrite par Torriani et al., [128], des amplicons de 318 pb, 218 pb et
107 pb étaient attendus pour les espéces Lb. plantarum, Lb. pentosus et Lb. paraplantarum,
respectivement (Figure 17A). Un amplicon de 318 pb a bien été obtenu pour les especes Lb.
plantarum K45 et LAN1, ce qui a confirmé I’identification de nos isolats, 17a, 29a et 75. Un
fragment de 218 pb a bien été obtenu pour la souche Lb. pentosus LPO et des fragments de
107 pb ont été obtenus pour nos deux isolats 73 et 74, confirmant ainsi leur appartenance a
I’espece Lb. paraplantarum. Aucun fragment n’a été obtenu pour I’isolat 71, pour lequel
I’identification par le séquencage du gene 16S a réveélé Lb. paralimentarius/kimchii (Figure
17B).

Les espéces Lb. plantarum, Lb. pentosus et Lb. paraplantarum sont des espéces
génétiquement proches et possedent plusieurs caractéristiques communes. Il est donc trés
difficile de les différencier. En effet, le séquencage du gene 16S n’avait pas éte suffisant pour
identifier nos isolats de Lactobacillus. La proteine RecA est impliquee dans les mecanismes
de recombinaison homologue et de réparation de I’ADN [128]. Cette protéeine est donc
ubiquitaire et le séquencage du géne codant pour cette protéine est donc un excellent moyen
pour différencier des espéces génétiquement et phénotypiquement proches.
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Figure 17 : Produits d'amplification obtenus aprés séquencage du gene recA pour les especes

Lactobacillus.

(A) Produits d’amplification attendus, d’aprés [128]. M : Poids moléculaire; 1 et 2: Lb.
paraplantarum LMG 16673 et NIRD P2 ; 3 et 4: Lb. pentosus LMG 10755 et LMG
18401 ;5et 6 : Lb. plantarum ATCC 14917 et NCFB 340 ; 7 : Lb. casei ATCC 334.

(B) Produits d’amplification obtenus pour les isolats de fruits et légumes et souches
commerciales. PM : Poids moléculaire.

Génotypage (GTG)s

Les profils (GTG)s des trois souches LPO, LAN1 et K45 ont été comparés a ceux obtenus
pour nos isolats. Les profils (GTG)s des deux souches Lb. plantarum LAN1 et K45 présentent
des bandes similaires. Cependant, leurs profils sont nettement différents de nos isolats
Lb. plantarum et sont donc classés dans des clusters différents. La souche Lb. pentosus LPO
montre bien un profil spécifique et bien distinct des autres espéces Lactobacillus. La Figure
18 montre le dendrogramme obtenu aprés génotypage pour I’ensemble des especes
Lactobacillus utilisées dans cette étude.

Dendrogram: UPGMA(Pearson Correlation)

Lb. plantarum LAN1

Lb. plantarum K45

Lb. plantarum 29a

Lb. plantarum 17a

Lb. paraplantarum 74
Lb. paraplantarum 73
Lb. plantarum 75

Lb. plantarum DSM2601
Lb. plantarum DSM20174
Lb. pentosus LPO

Lb. paralimentarius/kimchii 71

Figure 18 : Dendrogramme des profils (GTG)s d’isolats et souches du genre Lactobacillus

Les différences de profil génétique entre nos isolats Lb. plantarum et les souches

commerciales Lb. plantarum peuvent s’expliquer a premiére vue par une origine différente.

132



Les souches de référence DSM 2601 et DSM 20174 ainsi que I’isolat 75 ont montré des
profils trés ressemblants. Il est intéressant de noter que ces trois souches ont été isolées de
chou mariné ou d’achards. Cependant des profils similaires n’impliquent pas forcément des
origines similaires. Les isolats 17a et 29a ont montré exactement le méme profil génétique et
pourtant, ils ont été isolés de papaye et de tomate, respectivement. Nos isolats montrent des
empreintes génétiques trés différentes des souches commerciales, ce qui peut suggérer des

métabolismes différents.

Tolérance aux sels biliaires

En comparant les données obtenues pour nos isolats et celles obtenues pour les souches
commerciales témoin, plusieurs différences significatives se sont révélées en utilisant le test
statistique de Dunnett (Figure 19). Les isolats 9a, 77, 5, 6a, 28, 17a, 1, 10a, 73 et les souches
de reférence DSM 20193, DSM 2601, DSM 15878 et DSM 14295 n’ont montré aucune
différence significative comparées aux trois souches K45, LAN1 et LPO et ne sont donc pas
représentées sur la Figure 19. Trois de nos isolats ont montré une tres bonne tolérance aux
sels biliaires, Lc. pseudomesenteroides 12b, W. paramesenteroides 37 et Lb. plantarum 75
ainsi qu’une souche de reférence Lc. citreum DSM 20188. La tolérance aux sels biliaires de
ces quatre souches dans les conditions de notre test est significativement plus élevée que celle
des trois souches commerciales K45, LAN1 et LPO. De méme, la souche de référence
Lc. pseudomesenteroides DSM 5625 a montré une meilleure tolérance que les souches LAN1
(p < 0,01) et LPO (p < 0,05). L’isolat Lc. lactis 24 a montré une meilleure tolérance que la
souche LAN1 (p < 0,05). Cependant, plusieurs de nos isolats ont montré une plus faible
tolérance aux sels biliaires comparés a la souche K45 : 17, DSM 20196, 16, 38, 60, 1102001,
21, 64, 59 et 30. Tous ces isolats appartiennent aux especes W. cibaria ou W. confusa, excepté
I’isolat 60 qui est de I’espéce Lc. pseudomesenteroides. Les isolats W. confusa 38, 16,
DSM20196 et 17 se sont révelées moins tolérants que la souche LPO. Et seul I’isolat 17 a
montré une plus faible tolérance comparée a la souche LANL.

Ces résultats se révélent intéressants pour les isolats 12b, 37 et 75 qui ont montré une
meilleure tolérance aux sels biliaires que les souches commerciales et en particulier LAN1,
appliquée en tant que probiotique animal. Ces trois isolats couvrent les trois types de végétaux
utilisés pour I’isolement (tomate, papaye et achard, respectivement). En effet, plusieurs études
ont qualifié les fruits et les légumes comme étant d’excellentes matrices pour les souches

probiotiques, apportant des éléments essentiels a leur croissance (minéraux, vitamines,
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glucides) [129,130]. Ces résultats suggerent que la surface des fruits et des Iégumes peut étre
une source considérable de souches potentiellement probiotiques, possédant des propriétés

nettement plus intéressantes que celles des souches déja commercialisées.
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Figure 19 : Tolérance aux sels biliaires (0,1 %) des bactéries lactiques isolées de papaye, de
tomate et d’achards de la Reéunion en comparaison a des souches commerciales de

Lactobacillus.

Test comparatif de Dunnett: * p < 0,05; ** p < 0,01 ; *** p < 0,001 en comparaison a Lb.
plantarum K45 ; # p < 0,05 ; ## p < 0,01 ; ### p < 0,001 en comparaison a Lb. plantarum
LAN1;$p<0,05;%%p<0,01;$$$p < 0,001 en comparaison a Lb. pentosus LPO.

En reprenant toutes les caractéristiques étudiées (croissance a différentes températures,
production d’EPS, croissance en conditions acide, osmotique et oxydative, tolérance aux sels
biliaires), nous avons classés les isolats les plus performants et remarquables dans le Tableau
5. Quatre isolats se distinguent nettement des autres et possedent plusieurs propriétés
intéressantes pour la fermentation de fruits et de légumes: W. cibaria 30 et 64, Lc.
pseudomesenteroides 60 et Lb. plantarum 75. L’isolat 12b constitue un profil intéressant pour
son application en tant que probiotique. Cependant, d’autres isolats montrent quand méme des
propriétés intéressantes, comme les isolats 59, 17a, 73, 9a, 77, 21, 58. A ce stade, il est donc

trés difficile de faire un choix pour la suite de I’étude.
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Tableau 5 : Récapitulatif des isolats les plus performants aux différentes conditions testées

Caractéristique W. cibaria W, confusa | Autre Le. pseudom | Lc. mes Le. citreum | Autre Lc | Lb. plantarum | Autre Lb | Fb
Weissella sp.

Rendement de

croissance

pmax 30°C

Production EPS

Croissance pH 3

Croissance pH 4,5

Croissance NaCl 5%

&
(=)

Croissance NaCl 83

Croissance Hy0;
0,05%

Croissance Hy03 0,1%

8®

Sels biliaires 0,1%

T° min <10°C

T° max > 45°C

&
&

900 9900 0.

Les cases orange indiquent les isolats producteurs d’EPS. Les cases grises indiquent I’absence d’isolats avec une propriété remarquable. Chaque isolat est représenté
par une couleur différente. Les isolats représentés en gras et soulignés font partie des 10 % les plus performants. Les autres isolats font partie des 25 % les plus
performants.



Discussion et perspectives

Lors de cette premiere étude, 77 bactéries lactiques ont été isolées de papaye, de tomate et
d’achards de la Réunion. Nous avons obtenu une majorité d’isolats appartenant aux genres
Leuconostoc, Lactococcus et Weissella ainsi que quelques isolats du genre Lactobacillus et un
isolat de Fructobacillus tropaeoli. Les objectifs de cette premiére étude étaient de caractériser
la flore bactérienne lactique présente a la surface de certains fruits et légumes de la Réunion,
en ciblant des especes encore peu connues et de déterminer quelques caractéristiques
technologiques de potentiels starters pour la fermentation de fruits et de légumes.

Notre étude n’est pas représentative de la flore bactérienne lactique de I’ensemble des fruits et
Iégumes de la Réunion, mais nous avons observé cependant, une grande diversité d’especes
pour un petit nombre d’echantillons. Cette diversité pourrait étre la conséquence d’un
mécanisme d’adaptation a notre niche écologique, ce qui expliquerait la grande diversité de
profil génétique et phénotypique observée. Phylogénétiquement, les bactéries lactiques sont
facilement classées. Elles colonisent cependant une grande diversité d’écosystemes, incluant
les fruits et légumes fermentés, le lait, le vin, les produits carnés et le tube digestif de
I’Homme. Cette capacité a coloniser différents types de niches écologiques est certainement
due a leur grande capacité d’adaptation et a leur évolution génétique. Ainsi, des genes
spécifiques aux niches écologiques laitiere et intestinale ont été caractérisés chez deux
souches de Lb. helveticus et Lb. acidophilus, isolées de fromage et de feces d’enfants,
respectivement [131]. Certains de nos isolats ont montré un certain nombre de propriétés
intéressantes, voire plus intéressantes que celles de souches déja commercialisées.
Génétiquement, nos isolats sont également trés différents des souches commerciales utilisées
dans cette étude. Suite a cette grande diversité observée, nous pensons que la flore
bactérienne lactique de surface des fruits et des légumes, étant tres peu étudiée, peut
constituer le réservoir d’une grande diversité, incluant des isolats a forte potentialité
d’application technologique. Cependant, des études comparatives génomiques sont
essentielles pour confirmer cette hypothese.

Afin d’avoir I’assurance d’étudier des phénotypes différents, nous avons choisi de
sélectionner des isolats aux profils génétiques différents pour la suite de I’étude. Nous avons
ciblé plus particulierement les isolats appartenant aux genres Leuconostoc, Weissella et
Fructobacillus, car certaines especes de ces genres sont encore peu étudiées. Certaines
especes du genre Lactobacillus, plus particulierement Lb. plantarum, sont reconnues slres

pour I’étre humain car elles sont utilisées depuis des siécles dans la production d’aliments
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fermentés. Elles font également partie des bactéries lactiques les plus tolérantes aux stress.
Nous avons donc conservé nos isolats Lactobacillus pour pouvoir les comparer aux autres
isolats et a des souches commerciales de Lactobacillus. Parmi nos isolats, seuls les isolats des
especes W. cibaria, W. confusa et Leuconostoc étaient producteurs d’exo-polysaccharides
dans les conditions testées. Notre étude a mis en évidence une bonne performance des isolats
W. cibaria 64, 30, Lc. pseudomesenteroides 60 et Lb. plantarum 75 pour la fermentation de
fruits et de légumes. D’autres isolats de I’espece W. cibaria ont montré quelques
caractéristiques intéressantes, comme les isolats 21 et 10a. L’espéce W. cibaria a été décrite
pour la premiére fois en 2002 [132]. Elle est capable de s’adapter a plusieurs niches
écologiques, telles que les produits fermentés (fruit, Iégumes, lait, poissons, viandes, céréales)
I’environnement et la surface des fruits et des légumes. Son utilisation en tant que starter pour
la fermentation des fruits et des légumes est controversée car elle a déja été isolée de
prélevements cliniques. Nos résultats montrent cependant, que cette espece possede un certain
nombre de caractéristiques intéressantes pour son utilisation en tant que starter pour la
fermentation de fruits et de légumes (fort taux de croissance, tolérance aux stress acide,
osmotique et oxydatif, croissance a basse température). Les isolats Fb. tropaeoli 77 et
Lc. pseudomesenteroides 60 ont montré une tres bonne tolérance au stress oxydatif. L’espéce
Fb. tropaeoli ayant été décrite en 2011 [133] est encore trés peu connue. Le genre
Fructobacillus differe du genre Leuconostoc a cause de sa preférence pour le fructose comme
source de carbone au lieu du glucose. Les isolats Lc. pseudomesenteroides 12b,
W. paramesenteroides 37 et Lb. plantarum 75 ont montré une trés bonne tolérance aux sels
biliaires et sont donc potentiellement applicables en tant que probiotiques. Cependant,
plusieurs autres criteres entrent dans la sélection de probiotiques, comme la capacité a adhérer
aux cellules intestinales.

Dans I’ensemble, en se basant uniquement sur des critéeres génétiques et phénotypiques,
plusieurs isolats se distinguent clairement des autres par leurs propriétés intéressantes pour la
fermentation des fruits et des légumes. Cependant, il reste encore impossible a ce stade
d’éliminer les autres isolats qui ont montré certaines caractéristiques (isolats 59, 73, 17a, 9a)
intéressantes. Ainsi, la recherche d’autres propriétés, comme la capacité a augmenter les
propriétés antioxydantes et a apporter des caractéristiques organoleptiques intéressantes est
indispensable pour I’élaboration d’un produit fermenté & base de fruits et/ou de légumes a

haute valeur nutritionnelle.
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CHAPITRE II
Augmentation de I’activité antioxydante de
préparations/boissons vegétales par
fermentation lactique
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Introduction

La fermentation lactique des fruits et des légumes est reconnue pour sa capacité a préserver
et/ou augmenter les propriétés sanitaires, organoleptiques et nutritionnelles. C’est une voie de
transformation permettant d’augmenter la durée de conservation des fruits et des légumes tout
en apportant des propriétés fonctionnelles, grace au métabolisme des bactéries lactiques.

A la Réunion, le secteur de transformation de fruits et de lIégumes produits localement est
encore restreint. En effet, 95 % des fruits et Iégumes transformés consommeés a la Réunion
sont des produits d’importation. Les produits transformés localement sont des conserves
(tomate transformee, achards, pate de piments), des confitures et marmelades, des jus
pasteurisés et récemment des produits de 4°™ gamme [134]. Les produits de 4°™ gamme sont
des produits frais, lavés, épluchés et découpés préts a I’emploi généralement conditionnés en
sachets plastiques. Contrairement a d’autres régions du monde (Chine, Afrique, Inde), les
boissons fermentées lactiqgues a base de fruits ne font pas partie de I’alimentation
traditionnelle réunionnaise. On retrouve cependant quelques produits sur les marchés
réunionnais, comme le kombucha, le kéfir et la limonade indienne (Hindu lemonade). Elargir
le secteur de transformation des fruits et des légumes est un enjeu économique considérable
pour la Réunion, d’une part pour diversifier le panel de produits commercialisés sur le marché
et d’autre part de limiter les pertes de production, surtout pour les fruits saisonniers, comme la

mangue.

D’autre part, la population réunionnaise est fortement touchée par le diabete et I’obésité, deux
troubles métaboliques liés a une condition de stress oxydant. Les fruits et les Iégumes de par
leur composition diversifiée en nutriments essentiels (minéraux, fibres alimentaires) et en
antioxydant (vitamines, caroténoides, composés phénoliques) sont fortement recommandés
pour lutter contre ces maladies métaboliques.
Les enjeux de cette étude sont doubles :
- Proposer aux consommateurs de nouveaux godts dans la vision d’étendre le secteur de
la transformation de fruits et/ou de Iégumes a la Réunion
- Concevoir des produits fermentés riches en fruits et ou légumes aux propriétes
nutritionnelles améliorées, qui participeraient a la baisse de I’incidence du diabete et

de I’obésité a la Réunion
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La recherche de telles fonctions a animé ce projet de recherche et nous a motivé a concevoir
un produit fermenté a base de fruits tropicaux aux propriétés nutritionnelles améliorées. La
conception d’un produit alimentaire implique plusieurs étapes : conditionnement, étiquetage,
durée de vie, rédaction des cahiers des charges et la conception de fiches techniques. Pour un
produit fermenté, la premiere étape est la sélection de starter, cette étape est indispensable au
conditionnement du produit. L’utilisation de starters est une voie plus sdre que la fermentation
spontanée et apporte I’ensemble des propriétés finales désirees. Les starters autochtones,
c’est-a-dire isolés de la méme matrice que celle utilisée pour la fermentation, seraient
préférables pour conduire une fermentation lactique, car les bactéries sont a priori mieux

adaptées a la niche écologique.

Suite a la premiére partie de I’étude, nous avions a disposition plusieurs souches de bactéries
lactiques isolées de papaye, de tomate ou d’achards. Nous avons choisi trois fruits tropicaux
emblématiques de la Réunion pour la fermentation : I’ananas, la papaye et la mangue, qui
different par leurs propriétés organoleptiques mais aussi par leur composition en nutriments et
en molécules antioxydantes (Tableaux 6 et 7). L’ananas est un fruit riche acides phénoliques
(acide gallique, acide férulique, acide caféique, acide p-coumarique), en dérives
glycosidiques, en minéraux et en vitamine C [135]. La papaye est trés riche en acides
hydroxycinnamiques (acide férulique, acide p-coumarique, acide cafeique), en caroténoides
(Iycopene, B-cryptoxanthine, B-caroténe), en minéraux et en vitamine C [136]. La mangue est
tres riche en composés phénoliques (gallotanins et mangiférine), en vitamine C et en
caroténoides [137]. Nous avons également inclus des infusions de thé vert et de thé noir dans
cette étude. Le thé est une boisson riche en flavonoides (catéchine, épicatéchine) et en tanins
(théaflavine, théarubigine) et peut étre impliquée dans la lutte contre les troubles
métaboliques [138,139]. Le thé fermenté est déja consommeé sous forme de Kombucha, issu
d’une fermentation qui implique des champignons et des bactéries acétiques. L’augmentation
de I’activité antioxydante lors de la fermentation du thé a déja été mise en évidence [89].
Cette étude a permis également de tester la capacité de nos isolats a moduler I’activité
antioxydante de thés tout en apportant des qualités organoleptiques acceptables.

Nous avons donc recherché dans notre collection d’isolats autochtones, des bactéries lactiques
capables de fermenter et d’augmenter les propriétés antioxydantes de préparations végétales a
base d’ananas, de mangue, de papaye ou de thes, en fabriquant un produit qui plaise aux

consommateurs du point de vue sensoriel.
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Tableau 6 : Composition en nutriments de I'ananas, la papaye, la mangue et d'infusions de thé [140,141]

Fruits
Ananas Papaye Mangue Thé vert Thé noir
9/100g ou g/100mL Carbohydrates 13,12 10,2 14,98 nd 2,5
0/100g Fibres 1,4 1,7 1,6 nd nd
Macro-nutriments Vitamine C 47,8 60,9 36,4 nd nd
mg/100g ou mg/100mL Phosphore 8 10 14 nd nd
Potassium 109 182 168 nd nd
Magnésium 12 21 10 nd nd
Sodium 1 8 1 nd nd
Calcium 13 20 11 nd nd
Micro-nutriments Vitamine A 3 47 54 nd nd
1g/100g Fer 290 250 160 nd nd
Selenium 0,1 0,6 0,6 nd nd
Cuivre 110 40 110 nd nd
Manganeése 930 40 60 nd nd
Zinc 120 80 90 nd nd
Caroténoides
ug B-caroténe 52,6 1573,4 572,6 nd nd
équivalent/100g
Composés phénoliques (Teneur)
Fruit: mg acide gallique équivalent/100g 33 41,3 41,1 5,067 3,529
Boissons: g/L
pH 3,5 4,36 3,6 5,39 4,97
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Tableau 7 : Composés phénoliques et acides organiques présents dans lI'ananas, la papaye, la mangue et les infusions de thé [137,141-144]

Fruits

Boissons

Ananas

Papaye

Mangue Thé vert

Thé noir

Acide p-coumarique
Acide férulique
Acide caféique

Composés Acide
phénoliques hydroxyférulique-
rhamnoside
Acide sinapique-
hexoside

Acide p-coumarique

Acide férulique
Acide caféique
Rutine

Mangiférine Gallotanins
Acide chlorogénique
Acide gallique
Acide vanillique
Acide protocatéchuique
Acide gallique-hexoside

(+)Catéchine
(-)Epigallocatéchine
(-)Epicatéchine
(-)Epigallocatéchine
gallate

Théaflavine
Théarubigine
Epicatéchine di-
gallate

Acide citrique
Acide malique
Acide oxalique
Acide quinique
Acide succinique

Acides organiques

Acide oxalique
Acide citrique
Acide tartrique
Acide malique
Acide quinique
Acide succinique
Acide fumarique

Acide citrique
Acide fluorique
Acide quinique
Acide oxalique
Acide malique
Acide aspartique
Acide glutamique

Acide citrique
Acide malique
Acide tartrique
Acide oxalique

Acide fluorique
Acide glutamique
Acide citrique
Acide quinique
Acide aspartique
Acide oxalique
Acide malique

144



Résultats

Les résultats de cette étude sont décrits dans un article publié dans le journal Microorganisms,
intitulé Lactic fermentation as an efficient tool to enhance the antioxidant activity of

tropical fruit juices and teas.
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Abstract: Tropical fruits like pineapple, papaya, mango, and beverages such as green or black teas,
represent an underestimated source of antioxidants that could exert health-promoting properties.
Most food processing technologies applied to fruit beverages or teas result in an impairment of
inherent nutritional properties. Conversely, we hypothesise that lactic acid fermentation may
constitute a promising route to maintain and even improve the nutritional qualities of processed
fruits. Using specific growth media, lactic acid bacteria were selected from the fruit phyllosphere
diversity and fruit juice, with the latter undergoing acidification kinetics analyses and characterised
for exopolysaccharide production. Strains able to ferment tropical fruit juices or teas into pleasant
beverages, within a short time, were of particular interest. Strains Weissella cibaria 64 and
Leuconostoc mesenteroides 12b, able to increase antioxidant activity, were specifically studied as
potential starters for lactic fermented pineapple juice.

Keywords: lactic acid fermentation; fruits; pineapple; tea; antioxidant

1. Introduction

One of the objectives of food research is to investigate new food products that promote health.
During the last decade, consumers have increasingly believed that food contributes directly and
effectively to health promotion. In this context it has been widely suggested that high intake of
fruits and vegetables, nutrient-rich plants and antioxidant-rich beverages like tea and coffee may
reduce the risk of degenerative and oxidative-stress related diseases [1,2]. Fresh fruit and vegetables
are, however, rapidly perishable; thus the interest for processing which guarantees their safety for
consumption. Nevertheless, food processing can trigger undesirable chemical and physical changes [3].
For instance, it has been reported that vitamins and natural antioxidants are rapidly degraded during
thermal processing techniques like blanching, cooking, pasteurisation or sterilisation [4], leading to a
decrease in antioxidant activity. Significant loss in the vitamin C and flavonoid contents was observed
after blanching, air drying, water immersion or boiling of green leafy vegetables, celery and onion
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bulbs [5,6]. The food industry has thus increasingly considered new alternatives in order to preserve
the nutritional and antioxidant properties of foods during food processing.

Lactic acid fermentation is one of the oldest ways of food processing and preservation, liable to
keep or increase the safety, nutritional, sensory and shelf-life properties of foods. Lactic acid bacteria
(LAB) are a group of gram-positive bacteria, producing lactic acid as the main product of carbohydrate
fermentation. During fermentation, LAB produce substances such as bacteriocins, exo-polysaccharides
(EPS), aroma compounds, enzymes, B vitamins (mainly folate, riboflavin, cobalamin) or low-calorie
polyols (mannitol, sorbitol), which enhance the safety, nutritional quality, sensory properties or
antioxidant activities of food [7]. In this vein, Kimchi, a traditional fermented mix of vegetables and
Kombucha, a fermented tea beverage, were associated with antimutagenic, antioxidative, antiaging,
cholesterol-lowering activities and prevention against cancer and cardiovascular diseases [8,9].
Several studies have also investigated the ability of lactic acid fermentation to improve the
antioxidant properties of fruits and vegetables [10-13]. An improved preservation of ascorbic
acid, glutathione, phenolic compounds and antioxidant activity was observed following lactic acid
fermentation of smoothies and tomato juice with Lactobacillus plantarum, Pediococcus pentosaceus or
Weissella cibaria [10,14]. Lactic acid fermentation started with L. plantarum, Leuconostoc mesenteroides,
P. pentosaceus, Lb. delbrueckii subsp. lactis, Bifidobacterium breve and B. thermophilum increases Vitamin C
concentration, phenolic content and antioxidant activity of carrots, French beans, marrows, black beans,
pomegranate juice, soy milk and cowpeas [11,15-18]. Enhancement of antioxidant propensity during
fermentation is mainly ascribed to the release of bioactive compounds by LAB [12]. It was reported
that LAB were able to increase the antioxidant activity of tea extracts as a result of the modification
of tea phenolics [19]. Lactic acid fermentation is thus a promising alternative to expand the range of
utilisation of processed foods, while concurrently maintaining and/or boosting nutritional benefits.

In this study, we aimed to develop an attractive fermented beverage through the action of
autochthonous lactic acid bacteria isolated from fruit and vegetables grown in Réunion Island. Tropical
fruits like pineapple, papaya and mango, together with antioxidant-rich beverages like green and black
teas, were chosen as substrates for lactic acid fermentation. The selected raw materials characterised by
varying phytochemical composition, more particularly phenolic compounds, were subjected to lactic
acid fermentation with the view to identifying pairs of lactic acid bacteria strains and raw material that
result in fermented beverages which are technologically feasible, characterised by a pleasant sensory
and endowed with increased antioxidant activity.

2. Materials and Methods

2.1. Bacterial Strain and Culture Media

A total of 28 lactic acid bacteria, isolated from tomatoes (Lycopersicon esculantum), papaya
(Carica papaya) and sliced cabbage (Brassica oleacera var. capitata) grown on Réunion Island, were
studied to produce a fermented beverage [20].Isolates were stored at —80 °C. These LAB strains were
identified by 16S-rRNA, pheS and recA gene sequencing. Lc. citreurn DSM20188, W. confusa DSM20196,
W. cibaria DSM14295, Lc. pseudomesenteroides DSM20193 and DSM5625, Lb. plantarum DSM2601 were
used as reference strains. LAB were grown on MRS (Man Rogosa Sharpe) agar at 30 °C for 72 h.
For strain reactivation, one or two colonies or a loop of —80 °C stock were suspended in 9 mL of
MRS broth and incubated at 30 °C for 48 h. Thereafter, cultures were homogenised by vortex and
0.2 mL of this suspension was used to inoculate 9 mL of MRS broth. Cell population was estimated by
measuring absorbance at 660 nm wavelength.

DNA extraction was performed by using Instagen protocol (Instagen Matrix, Bio-Rad,
Marnes-la-Cogqiette, France). Leuconostoc and Weissella spp. were identified by 165-rRNA and
pheS gene sequencing while Lactobacillus spp. was identified by recA gene sequencing. 16S rRNA
gene sequencing was performed using FDIm and RD1m primers as previously described [20].
The amplification of pheS gene was performed according to Naser et al., (2005) and Rubio et al.,
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(2014) [21,22] with some modifications. Primers pheS-21-F (5'-CAYCCNGCHCGYGAYATGC-3’)
and pheS-23-R (5-GGRTGRACCATVCCNGCHCC-3") were used. The reaction mixture contained
buffer 1x, 0.2 mmol-L~! ANTP, 0.5 umol-L~! each primer, 1.5 mmol.L~! MgCl, and 0.04 U-uL!
Tag polymerase (Thermo Fisher Scientific, Villebon, France). The PCR reaction was performed in
a 45 uL volume with 10 pL of DNA solution. The thermal program consisted of 5 min at 95 °C;
35 cycles of 1 min at 95 °C, 30 s at 56 °C, 1 min 15 s at 72 °C; 7 min at 72 °C. In order to differentiate
Lb. plantarum/paraplantarum/pentosus, recA gene sequencing was performed according to Torriani et al.,
(2001) [23]. Multiplex PCR was performed using primers PlanF (5'-CCGTTTATGCGGAACACCTA-3'),
ParaF (5-GTCACAGGCATTACGAAAAC-3), PentF (5-CAGTGGCGCGGTTGATATC) and PREV
(5’-TCGGGATTACCAAACATAAC-3’). The reaction mixture contained buffer 1x, 1.5 mmol-L~!
MgCly, 0.25 umol-L~! ParaF, PentF and PREV, 0.12 pumol-L~! PlanF, 12 umol-L=! dANTP and
0.025 U-pL~! Tag polymerase. The thermal program consisted of 3 min at 94 °C; 30 cycles of 30 s at
94 °C,10s at 56 °C, 30 s at 72 °C; 5 min at 72 °C. The products of positive PCRs (a 318 bp amplicon
for Lb. plantarum spp. or a 107 pb amplicon for Lb. paraplantarum spp.) were purified with a GelElute
Extraction kit (5Prime, Duscher SA, Brumath, France).

PCR products were sequenced by the Sanger method with FD1m, pheS-21F, PlanF and ParaF
primers as previously described [20].

2.2. EPS Production

EPS production was determined using MRS sucrose (40 g-L 1) agar as previously described [20].

2.3. Kinetics of Acidification

Kinetics of acidification was performed as previously described using MRS broth as culture
media [20]. Each culture was performed in triplicate. Parameters of acidification lag time, pHpin,
VM, tm, pPHMm were determined from dpH/dt = f(t) curves as previously described. Lag time (A)
was the time corresponding to an initial pH variation of less than 0.1. Minimal pH (pHpin) was the
final constant pH value. Maximum acidification rate (Vy), time to reach the maximum acidification
rate without the lag phase (t\1), and pH at maximal acidification rate (pHys) were determined from
dpH/dt = (t) curves.

2.4. Growth in Apple Juice

Growth in apple juice was performed in sterile 96-well microplates. LAB were grown for 48 h at
30 °C in 9 mL MRS broth. Bacterial suspension was centrifuged at 8000 x g for 5 min. The supernatant
was removed and the cell pellet was washed twice with sterile distilled water and re-suspended in
9 mL of water. Then, 20 uL of this bacterial suspension were inoculated in 180 pL of clarified apple
juice (Carrefour, Sainte Clotilde, France). This juice contained 19.4 g-L~! glucose, 63.1 g-L. ! fructose
and 9.7 g-L~! sucrose. The control medium corresponds to apple juice plus 20 pL of distilled water.
Microplates were incubated at 30 °C for 96 h. OD at 660 nm was measured every 2 h (Infinite M200 Pro,
Tecan, Lyon, France). Results were expressed as log (ODgs/ODy). Apple juice culture was performed
in triplicate for each strain.

2.5. Preparation of Substrate

Commercial pineapple juice was used directly for all experiments. Pineapple juice contained
41.1 g-L7! glucose, 41.8 g-L 7! fructose and 42.1 g-1.~! sucrose. Papayas or mangoes were washed
and peeled. The seeds or stones were removed and mixed in order to obtain a purée. The latter was
pasteurised for 5 min at 75 °C using a water bath with temperature monitoring and cooled to room
temperature before fermentation. For the tea infusion, sugar cane syrup was added to distilled water
in order to reach 10% sucrose concentration. One tea bag was infused for 5 min in 250 mL of boiling
sweetened water and the infusion was cooled at room temperature before fermentation.
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2.6. Fermentation

LAB strains were reactivated for 48 h at 30 °C in 9 mL of MRS broth. Then, 48 h reactivated
cultures were used to inoculate 50 mL pre-culture of MRS broth with an initial optical density at
660 nm of 0.05. Pre-cultures were incubated at 30 °C for 48 h. After centrifugation at 8000x g for 5 min,
the cell pellet was washed twice with sterile distilled water and re-suspended in 20 mL of sterile water
in order to have a concentrated cell culture. Optical density at 660 nm was measured and volume of
inoculation was calculated in order to have an initial OD of 0.05. With the appropriate volume, 40 mL
of pineapple juice or green tea or black tea or 40 g of papaya or mango purée were inoculated with
the concentrated culture. Substrates were incubated at 30 °C without agitation. Thereafter, fermented
products were incubated at —20 °C for 15 min to stop the fermentation. Fermentation was performed
in triplicate for each strain.

2.7. Qualitative Sensory Analysis and Determination of Fermentation Optimal Time

In order to determine optimal time for fermentation and select a reduced number of potential
starters, pineapple juice was subjected to fermentation at 30 °C for two days or four days with each of
the 35 strains and placed at 4 °C for 24 h before sensory analysis. A qualitative sensory analysis was
carried out by five non-trained people. Substrates were scored from “excellent” to “unsatisfactory” for
colour, aroma, appearance and uniformity. Strains were scored as (++) if global sensory analysis was
excellent, (+) for a good global sensory analysis and (—) for an unsatisfactory global sensory analysis.

2.8. Shelf-Life Determination

After 48 h of fermentation, control juice and started pineapple juice with W. cibaria 64 and
Lc. pseudomesenteroides 12b were placed at 4 °C for 16 days. After inoculation, following fermentation
or periodically over storage, 1 mL of non-started and started juices were suspended into 9 mL sterile
peptone water solution and homogenised. Lactic acid bacteria population was determined on MRS
agar at 30 °C for 48-72 h. Yeast counts were determined on glucose chloramphenicol agar at 25 °C
for 5 days. Total mesophilic bacteria counts were determined on nutritive agar at 30 °C for 72 h.
Enterobacteria population was calculated from colonies observation on VRBG agar after 48 h at 37 °C.
The pH, sugar concentration and antioxidant activity were also monitored during the same period.

2.9. Sugar Content Determination

The Miller method was used to determine reducing sugar concentration [24], with glucose
as standard. Sugar concentration (sucrose, glucose and fructose) were also analysed by HPLC
(UltiMate 3000 system 6-1, Dionex, Thermo Fisher Scientific, Villebon, France) with a refractometry
detector. For the HPLC column, milliQ water was used as the mobile phase and injection volume
was 20 pL. The analysis was performed isocratically at 0.6 mL-min~! flow rate at 80 °C with a Ca
USP L19 (250 x 4.0 mm) column (Hi-Plex, Agilent Technologies, Les Ulis, France). Calibration curves
were prepared from sucrose, glucose and fructose standards and were used for the quantification.
The concentration range for each standard was 0.5 g-L~! t0 0.03125 g-L 1. The correlation coefficient r>
for the calibration curves were 0.9987, 0.9993 and 0.9860 for sucrose, glucose and fructose, respectively.
Pineapple and apple juice were 100-fold diluted for HPLC analysis.

2.10. Sensory Analysis

Sensory profile was carried out by a panel of nine trained members. After fermentation,
non-started pineapple juice and fermented juice started with the strains W. cibaria 64 or
Lc. pseudomesenteroides 12b were refrigerated, encoded with three-digit random numbers and served
(20 mL). Products were served anonymously with randomisation, and the analysis was performed in
triplicate. Control and fermented juices were scored from 0 to 10 for colour, odour, texture, flavour,
taste and general quality. The sensory attributes used for this study were: yellow, green, and orange
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for the colour; pineapple, soft, acid, fermented, fruity, yoghurt and sweet for the odour; smoothness,
fluidity, watery and syrupy for texture; acid, sweet, bitter and salt for the flavour; fresh, pineapple,
fruity, yoghurt, spicy, astringent, hot, fermented, sweet-sour, and sparkling for the taste.

The fermented juice started with strains W. cibaria 64 or Lc. pseudomesenteroides 12b were also
evaluated by 37 untrained panellists (17-50 years old). The panel was composed of 59.5% women
and 40.5% men. Most of the panellists were under 20 years old or 20-30 years old. Most of the
panellists are used to drinking pineapple juice at least once per month or not at all (51% and 32%,
respectively). The two fermented pineapple juices were placed at 4 °C for two days before hedonic
analysis. The samples were identified with random three-digit codes, distributed in portions of
20 mL into transparent cups and served in a randomised order. The panellists were asked to evaluate
the overall acceptability, colour, odour, taste, pineapple taste and texture. Scales from 1 (dislike
extremely) to 10 (like extremely) were used for overall acceptability, odour and taste. Scales from
—2 (very repulsive, too discreet, or too fluid) to 2 (very attractive, too intense or too viscous) were
used to evaluate the colour, pineapple taste and texture, respectively.

2.11. Determination of Total Phenolic Content (TPC)

Determination of TPC was performed using the Folin—Ciocalteu method with gallic acid as
standard as previously described [20]. Pineapple juice and tea were centrifuged at 8000 g for 5 min
at 4 °C. The supernatants were collected and stored at —20 °C until use. For papaya and mango purée,
phenolic compounds were extracted according to Septembre-Malaterre et al., (2016) [25] with some
modifications. Purée (6 g) was mixed to 30 mL of distilled water and incubated at 4 °C for 90 min.
Then after, samples were centrifuged at 4000x g for 20 min at 4 °C. Results are expressed in grams of
gallic acid equivalent (GAE) per litre for pineapple juice, green and black tea. For mango and papaya
purée, results were expressed in milligrams of GAE per 100 g of puree.

2.12. 1,1-Diphenyl-2-Picrylhydrazyl (DPPH) Free-Radical Scavenging Activity (RSA)

DPPH radical scavenging activity was performed as previously described [20] with some
modifications. Gallic acid and water were used as positive and negative control, respectively.
All samples were 10-fold diluted for this assay. Results were expressed in % DPPH according to

the formula:
(OD Control — OD sample)

%o of DPPH reduced = OD Control

x 100

2.13. Red Blood Cell Haemolysis Assay

Red blood cell haemolysis assay was performed as previously described [20]. Blood samples
were obtained from healthy volunteers. Pineapple juices and papaya pulps were 100-fold and 50-fold
diluted, respectively. Cell lysis was followed by the decrease of absorbance at 450 nm at 10-min
intervals for 16 h at 37 °C (Infinite M200 Pro, Tecan, Lyon, France). Results are expressed as half-time
of haemolysis (HT-50), determined from GraphPad Prism 5.01 with a Boltzman sigmoidal nonlinear
regression as previously described.

2.14. Low Density Lipoprotein (LDL) Oxidation

Blood samples were obtained from normolipidemic healthy volunteers. Red blood cells and
plasma were separated by centrifugation at 2000x g for 5 min. For each preparation, at least 30 mL
of pooled plasma was used as starting material. Plasma density was adjusted to 1.22 g-mL~! by
adding solid KBr. Three millilitres of KBr-loaded plasma was layered in the bottom of a centrifuge tube
(Beckman centrifuge, Beckman Coulter, Villepinte, France). The loaded plasma fraction was gently
overlaid with five millilitres of a KBr solution (density 1.063 g-mL~1). Finally, the KBr solution was
overlaid with one millilitre of milliQ) water. LDLs isolation was performed by ultracentrifugation (24 h,
29,000 rpm, 4 °C) in a Beckman Coulter centrifuge equipped with a SW 41 Ti rotor. This step resulted
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in five layers from top to bottom: Residual water solution; Low-density lipoprotein fraction (density
lower than 1.063 g-mL~!); Residual KBr solution; High-density lipoprotein fraction; Residual plasma
solution. LDL was gently collected and dialyzed against PBS 1x (pH 7.4). LDLs were assayed for
protein concentration by the Bradford method using Bovine Serum Albumin (BSA) as the standard.
LDLs were sterile filtered and stored at 4 °C in the dark for no longer than 15 days. LDL oxidation was
determined by measuring conjugated diene formation at 234 nm, as previously described [20] with
some modifications. Final LDL protein concentration in each well was 100 ug-mL~!. Pineapple juices
and papaya pulps were 500-fold and 50-fold diluted, respectively. Results are expressed in half-time
oxidation (V-50) in min, obtained from GraphPad Prism 5.01 with a Blotzman sigmoidal nonlinear
regression, as previously described.

2.15. Statistics

The software XLSTAT (Addinsoft, Paris, France) was used for all statistical analyses. Significant
effects of factors were detected with a Fisher test (p-value < 0.0001). Significant differences versus
a control or by pairs were tested with Dunnett’s and Ryan, Einot, Gabriel, Welch q (REGWQ)
tests respectively.

3. Results and Discussion

3.1. EPS Formation and Acidification Kinetics

In this study, a set of strains originating from tropically grown plant phyllosphere and belonging
to several species were used. The strains were classified under the genera Lactobacillus, Leuconostoc,
Weissella, Lactococcus and Fructobacillus. Among those, 13 species were represented. Strains were
characterised by determination of EPS production ability and acidification kinetic parameters.

EPS formation was observed for all Leuconostoc spp., W. confusa and W. cibaria strains, with liquid
or creamy colony phenotypes depending on the strain (Table 1). These three groups were previously
reported as EPS producers [26]. Other Weissella species and other genera did not exhibit EPS production
under these conditions.

Table 1. Identification, origin and exo-polysaccharide (EPS) phenotype of LAB strains used in the study.

Strain Species Origin Production EPS Aspect
1 Lc. mesenteroides Papaya + Liquid
2 Le. citreum Sliced cabbage + Creamy
5 Lc. mesenteroides Sliced cabbage + Liquid
17 W. confusa Sliced cabbage ND * ND *
21 W. cibaria Sliced cabbage + Creamy
24 Lc. lactis Sliced cabbage + Creamy
28 Lc. mesenteroides Sliced cabbage + Creamy
30 W. cibaria Sliced cabbage + Liquid
37 W. paramesenteroides Papaya - -
38 W. confusa Papaya + Creamy
39 Lc. pseudomesenteroides Papaya + Liquid
56 Lc. pseudomesenteroides Sliced cabbage + Creamy
58 W. soli Sliced cabbage - -
59 W. confusa Sliced cabbage + Liquid
60 Lc. pseudomesenteroides Sliced cabbage + Creamy
64 W. cibaria Sliced cabbage + Creamy
73 Lb. paraplantarum Sliced cabbage - -
75 Lb. plantarum Sliced cabbage - -
77 Fb. tropaeoli Papaya - -
78 Lc. pseudomesenteroides Papaya + Liquid
79 Lc. pseudomesenteroides Papaya + Liquid
89 Lc. pseudomesenteroides Sliced cabbage + Creamy
10b W. cibaria Tomato + Creamy
12b Lc. pseudomesenteroides Tomato + Liquid
17a Lb. plantarum Tomato - -
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Table 1. Cont.

Strain Species Origin Production EPS Aspect
27b Lc. pseudomesenteroides Papaya + Liquid
6a Lc. mesenteroides Papaya + Creamy
9a Lc. citreum Tomato + Creamy

DSM14295 W. cibaria Kimchi + Creamy
DSM20188 Le. citreum ND * + Creamy
DSM20193 Lc. pseudomesenteroides Sugar cane juice + Liquid
DSM20196 W. confusa Cane sugar + Creamy
DSM2601 Lb. plantarum Pickled cabbage - -

DSM5625 Lc. pseudomesenteroides Commercial starter + Creamy

*ND, not determined.

Acidification kinetic parameters were obtained from the curves of pH determination over
time in MRS (Table 2). Latency time varied greatly, from 2.5 h for W. confusa 17 to 26.1 h for
Lc. pseudomesenteroides 89. Except for those extreme behaviours, half the latency times were in the
range 9-14.7 h. Another parameter that varied greatly was the maximal acidification rate, V). Extreme
values were 84 mUpH-h~! for W. paramesenteroides 37 and 377 mUpH-h~! for W. confusa DSM20196.
Half of the strains exhibited V) in the range 155 to 220 mUpH-h’l. Lastly, Ty, which is the time
required for V) after latency, exhibited a variation coefficient of 13%. This time was comprised
between 2.8 h and 8.8 h, respectively, for W. confusa DSM20196 and Lc. pseudomesenteroides 12b.

Table 2. Parameters of acidification (mean + SD).

Strain Species Latency (h) pH min Vm (mUpH-h™1) Tm (h) pHm
1 Lc. mesenteroides 253+73 39+£04 205 + 91 45+£02 5+01
2 Lc. citreum 12.0 £ 0.8 43£02 154 £2 41+£05 51+0.1
5 Lc. mesenteroides 123 +£5.1 37+£02 218 £ 47 5412 49+02
17 W. confusa 25+0.0 41+£0 211 +33 3.6+03 51+0.2
21 W. cibaria 9.0 £ 3.6 4401 180 £ 38 41+£09 5+0.1
24 Lc. lactis 6.6 £33 41+01 170 £ 36 33+£07 53+0.2
28 Lc. mesenteroides 173 +£5.3 39+02 212 +- 68 47 £05 54+02
30 W. cibaria 8.4+0.2 41+01 180 £ 72 43+£0.1 5402
37 W. paramesenteroides 120+£3.7 39401 84+9 48403 5£0
38 W. confusa 162+ 2.0 41+£01 144 + 25 43£09 5+£01
39 Lc. pseudomesenteroides 75+31 4+02 196 + 63 49+1.1 5+01
56 Lc. pseudomesenteroides 122+ 4.6 4+02 258 + 44 5+0 5+0
58 W. soli 182+ 4.1 43402 128 + 20 8.6 £0.4 5+£05
59 W. confusa 16.1+2.6 43401 126 £+ 51 48405 52401
60 Lc. pseudomesenteroides 141+ 0.6 4+01 257 + 55 32+0.6 5+0
64 W. cibaria 10.8 2.0 4402 192 £11 33402 49402
73 Lb. paraplantarum 112+1.4 3.8+0.1 234+ 5 5+04 5+0
75 Lb. plantarum 8.8+34 37+0.1 225+ 83 42405 51+0.1
77 Fb. tropaeoli 133 £6.9 3.7+0.1 263 +28 49403 5+0
78 Lc. pseudomesenteroides 14.7 £ 0.6 4+02 206 + 48 43+04 49+01
79 Lc. pseudomesenteroides 178 +7.1 45+04 133 £ 12 4.6 £0.6 51+02
89 Lc. pseudomesenteroides 261+71 3.8+03 165 £+ 23 6.1+15 48401
10b W. cibaria 9+ ND* 41+ ND 100 &= ND 6.3 = ND 5+ ND
12b Lc. pseudomesenteroides 8.6 £27 4+03 138 £ 19 8.8+28 5+02
17a Lb. plantarum 73+47 3.6+02 237 £35 46+1.1 5+03
27b Lc. pseudomesenteroides 10 £3.9 39+02 149 £13 81+15 49+03
6a Lc. mesenteroides 10.6 £5.2 4+0 184 +£15 41408 51402
9a Le. citreum 16.5+£0.7 3.8+0.1 243 + 40 41402 5£0
DSM14295 W. cibaria 105+ 14 4+01 200+ 6 37+£06 51+0.1
DSM20188 Le. citreum 10+14 4401 184 + 45 81+1.6 52+0.1
DSM20193  Lc. pseudomesenteroides 131+3 41+0.6 221473 41+05 51+01
DSM20196 W. confusa 147 £3 4401 377 £ 31 28 £05 5+0.1
DSM2601 Lb. plantarum 72+16 36+0 193 £ 52 5.6+0.6 48+0
DSM5625 Lc. pseudomesenteroides 105+ 1.9 39401 159 £ 36 59+0 49401

*ND, not determined.

The minimal pH range was narrow, with extreme values of 3.6 and 4.5. The lowest minimal
pH was observed for two Lb. plantarum strains, 17a and DSM2601, followed by Lb. plantarum 75,
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Lc.  mesenteroides 5 and Fb. tropaeoli 77. The highest final acidification pH was observed for
Lc. pseudomesenteroides 79, followed by Lc. citreum 2, W. confusa 59 and W. soli 58. Dispersion of
minimal pH was low with a variation coefficient of 4%. A very low dispersion was also observed for
values of pHy, which is the pH corresponding to the maximal rate of acidification. More than half of
strains exhibited a pHy between 5.0 and 5.1.

A remarkable diversity of behaviour was observed within the group of strains. Acidification
kinetic parameters were not related to species or strain origin. This diversity is an opportunity
regarding possible application of these strains as starters as it could lead to diverse fermentation
profiles. Moreover, a starter preparation requires us to define conditions and duration to obtain strains
with a good fitness.

3.2. Growth in Apple Juice

Apple juice was chosen as it was shown to be a substrate which supported growth of Lactobacillus
spp. strains [27]. Moreover, this substrate resulted in large differences of growth performances within
the genus. The growth yield of the 34 strains was determined from turbidity change in apple juice over
the 96-hour culture. The growth yield was significantly different from the non-inoculated control, for
19 strains, as assayed by Dunnett’s unilateral test (p-value being comprised between 0.05 and <0.0001).
Pairwise comparison showed that three strains, Lc. pseudomesenteroides 89, Lc. mesenteroides 1 and
Lc. mesenteroides 28 exhibited the highest growth yield. Other strains with significant growth ranked
from the highest to the lowest growth yield were Lc. pseudomesenteroides 39, Lc. lactis 24, Lc. mesenteroides
6a, Lc. pseudomesenteroides 27b, W. confusa 38, W. confusa 59, Lc. pseudomesenteroides 60, Lb. plantarum
17a, W. cibaria 21, Lc. pseudomesenteroides 56, Lc. citreum 2, Fb. tropaeoli 77 and W. paramesenteroides 37,
in addition to three reference strains, Lc. citreurn DSM20188, W. confusa DSM10196 and W. cibaria
DSM14295 (Figure 1). All the W. confusa and the Lc. mesenteroides strains were within the 19-strain
group, whereas no Lactobacillus spp. strain was present in this group. The other 16 strains exhibited a
much lower growth yield than the 19-strain group. They were grouped in a narrow range of growth
yield close to the first quartile value (Figure 1).
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Figure 1. Boxplot of means of growth yield expressed as log(ODyg}, /ODyy,) for strains cultivated into
apple juice. Each black square corresponds to the mean growth yield for the indicated strain. Lowest
and upper bars correspond to extreme values of yield. The empty box corresponds to second and third
quartiles, star to the general mean and line in the box to the median value.
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3.3. Starter Selection Based on Hedonic Evaluation

In order to make a selection of starters, each strain was used to start pineapple juice fermentation
and hedonic evaluations of fermented juice were performed after two days and four days of
fermentation (Table 3). From the results obtained, strains 2, 73, 75, 77, 78, 79, 89, 9a, DSM2601,
DSM5625 and DSM20188, were not taken on for further assays. From retained strains, fermentation
assays were conducted over two days at 30 °C, then subsequently cooled down before storage.
Potential starters were screened for their capacity to increase antioxidant activity of substrate
over-fermentation. Fermented products that exhibited off flavours were not included in the antioxidant
assay determination.

Table 3. Sensory attributes and optimal time fermentation. (—) not acceptable, (+) acceptable, (++)
pleasant odour.

Sensory Properties of Pineapple Juice After Fermentation

Strain Species 2 Days 4 Days

5 Lc. mesenteroides + +

17 W. confusa ++ ++

21 W. cibaria + +

37 W. paramesenteroides ++ ++

56 Lc. pseudomesenteroides + +

58 W. soli + ++

59 W. confusa ++ ++

12b Lc. pseudomesenteroides + +

1 Lc. mesenteroides + -

24 Le. lactis ++ -

28 Lc. mesenteroides + -

30 W. cibaria - ++

38 W. confusa — ++

39 Lc. pseudomesenteroides — +

60 Lc. pseudomesenteroides - +

10b W. cibaria + -
17a Lb. plantarum - +
27b Lc. pseudomesenteroides - ++

6a Lc. mesenteroides ++ -

64 W. cibaria + +
DSM14295 W. cibaria — +
DSM20193 Lc. pseudomesenteroides — ++
DSM20196 W. confusa + +
DSM2601 Lb. plantarum - -
2 Lc. citreum - -

73 Lb. paraplantarum - -

75 Lb. plantarum — -

77 Fb. tropaeoli - -

78 Lc. pseudomesenteroides — -

79 Lc. pseudomesenteroides — -

89 Lc. pseudomesenteroides - -

9a Le. citreum — -
DSM20188 Lc. citreum - -

3.4. Lactic Fermentation of Black or Green Tea Infusion

Control green and black tea infusions differed by their TPC and antioxidant activity (Figure 2A,B).
TPC were 0.63 + 0.03 and 0.48 + 0.04 g GAE-L~! and RSA were 85.9% =+ 1.7% and 80.7% = 1.7%,
respectively, for green and for black tea. This is consistent with tea characteristics, as green tea has
been reported to have a higher antioxidant potency than black tea [28-31]. TPC may vary by time of
infusion, teabag and type of tea [32]. Green and black teas differ in their composition but also in their
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manufacturing process. After harvest, leaves for green tea are rapidly processed in order to inactivate
enzymes and avoid polyphenol oxidation. On the contrary, black tea leaves are first withered in order
to concentrate polyphenols. The withered leaves are fermented and in that process the polyphenols
are oxidised [33]. As a consequence, green tea is richer in catechins, the most important ones being (—)
epigallocatechin gallate, (—) epicatechin gallate, (+) catechin, (—) epicatechin and (—) epigallocatechin,
whereas black tea contains high levels of theaflavins and thearubigins, the resulting oxidised and
polymerised forms of catechins [19,34]. For green tea infusions, neither TPC nor RSA was modified
by the fermentation process (Figure 2A). A mean total polyphenol content of 0.63 g GAE-L~! was
observed, with a variation coefficient of 20%. RSA ranged between 75.6 and 90.7% whatever the nature
of sample, fermented or not. For black tea infusions, RSA was not affected by fermentation with any of
the strains and ranged between 63.3 and 90.4% (Figure 2B). Concerning TPC, a significant effect was
observed for some fermented product. However, the change corresponded to a decrease of the content.
The average value of total polyphenols was 0.45 g GAE-L~! (Figure 2B). Lactobacillus spp. have been
shown to increase the antioxidant activity of tea extracts by catabolism of tea phenolics [19]. However,
to the best of our knowledge, no study has reported on the lactic acid fermentation of tea infusions by
Weissella or Leuconostoc spp.
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Figure 2. Total phenolic content and radical scavenging activity in tea (a) green tea and (b) black tea.
White bar: Total polyphenol content (TPC) of material fermented for 48 h with the indicated starter
strain. Black bar: Radical scavenging activity (RSA) of material fermented for 48 h with the indicated
starter strain. Control, labelled CTRL, corresponds to incubated juice. ** p < 0.01, * p < 0.05 from
Dunnett’s test versus control.
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3.5. Fermentation of Tropical Fruit Preparations

Mango pulp, papaya pulp and pineapple juice were used as substrates for fermentation, started
with previously selected starters.

Mango pulp fermentation resulted in the absence of changes in RSA (Figure 3A). This activity
was comprised between 45.3 and 80.3%, with a mean at 69.1%. On the opposite, TPC was decreased
during fermentation of several mango pulp samples. Nevertheless, the phenolic content determined
for mango pulp was higher than those reported in the literature (41.1 mg GAE/100 g and 78.3 mg
GAE/100 g, by Chen et al., 2014 [35] and by Septembre-Malaterre et al., 2016 [25], respectively).
Mango fruit was shown to be rich in hydroxybenzoic acids (gallic acid, vanillic acid, protocatechic
acid), in chlorogenic acid and in glucoside hydroxybenzoic derivatives (gallic acid-O-hexoside, syringic
acid-O-hexoside) [25,36].

Fermentation of papaya pulp resulted for several starter strains in changes in TPC and in RSA,
compared to the control conditions (Figure 3B). Dunnett’s test pointed out a significant increase of
TPC, when fermentation was started with DSM20193 (p-value 0.027). The same test applied to RSA,
showed increases for fermented papaya started with DSM10196, 6a, 39, 5, 17, 28, 1, 56, 10b and 12b
with p-values raking from 0.001 to 0.05, respectively. In fermented papaya pulp, TPC ranged between
32.8 and 64.8 mg GAE/100g of pulp. RSA was in the extreme range of 2.9%-57.9% with a mean
at 38.6%. These values were notably below the ones observed for tea. The phenolic level detected
for papaya was close to that reported by Septembre-Malaterre et al., (2016) [25]: 33.4 and 41.3 mg
GAE/100g for papaya Colombo and for papaya Solo respectively.

Non-fermented pineapple juice exhibited a TPC of 0.45 4+ 0.02 g GAE-L~! and a RSA of
57.3% £ 1.3%, which is consistent with previous data [25]. For pineapple juice, TPC exhibited a
significant increase as detected by the Dunnett’s unilateral test, only for juice started with W. cibaria
64 (p-value 0.045) (Figure 3C). Fermented juice started with strain 17 exhibited a marked decrease
in TPC and antioxidant activity (data not shown). A significant increase of antioxidant activity
as measured with the DPPH assay was also observed for pineapple juice started with strain 64
(p-value < 0.0001). With this assay, other significant increases of activity were detected for juice started
with Lc. pseudomesenteroides DSM10193 (p-value 0.005) and Lc. pseudomesenteroides 56 (p-value 0.013).

Papaya pulp and pineapple juice share several common features. They are rich in
hydroxycinnamic acids (ferulic acid, caffeic acid, p-coumaric acid and sinapic acid) and in glucoside
hydroxycinnamic derivatives [25,37,38]. By contrast, these molecules are not the main polyphenolics
in tea and in mango pulp. The observed increase of phenolic content during lactic acid fermentation
may result from the depolymerisation or hydrolysis of phenolic compounds [12]. Several enzymes,
like 3-glucosidase, tannase, feruloyl-esterase or phenolic acid decarboxylase have been characterised
in Lactobacillus spp [18,39,40]. Tannase and (-glucosidase were detected in W. paramesenteroides,
Lc. mesenteroides and Lc. fallax while feruloyl esterase was observed in Leuconostoc spp. [41,42].
Formation of exopolysaccharides, glutathione, superoxide dismutase and catalase was also involved in
the increase of antioxidant activities during lactic acid fermentation [12]. EPS production by W. confusa,
W. cibaria and Leuconostoc spp. may partly explain the observed changes but RSA modulation was
not species-dependent.



Microorganisms 2017, 5, 23 12 of 20

A
Ed - - L3 £ * * * * L] * * * * - * L] * L] L]
100 = * % % * % * & * * 100
S0 T
E 80 ® : ] . ﬁ-c * * ? * : * 1-‘ % ) - * 5 ; 90
- I t S oo 0 3
g 70 - L fk : d(8l E
= 60 |§ 0 %
g 50 80 &
2 3
g 0 S0
o 30 <
20 ©g
0 20
- o O M~ o — = o0 8 O M~ h vy O 8N & O s o= " M o
(=T T o I o e o™ I Tt I L B ] W oW oW oo E e o,
i | =i ~ = & = =
QT QO O
™ NN
= = =
v
strain O oo
B
100 100
S0
= 20
2 % * 80 T
a TOrx & x * £ ¥ % * o B 2
g_ GD & & & * * * ?D g
2 50 Foe . wlea I
S :
ah
g 40 ' roS0 x
o 30 y =
20 | L I I w 8
0 20
8 &8 M~ M o o 5o S o~ 0 m == m W MmO
(=S I B T o B o I I 1 T ot B ) WO oo OE MmO
— =i ™~ = = =
o o Q
™ ™~ o~
= E =
C strain a8 a
1 100
s 90
D.E ¥ * ¥ i
* . 80 %
MR 1 B g
3 o6 I 703
E 0.5 - 50§
=}
403
0.2 e
0.1 30
0 20
R A SR I i
C& S
o
: & &
strain

Figure 3. Total phenolic content and radical scavenging activity of fruits: (A) mango pulp; (B) papaya
pulp; (C) pineapple juice. White bar: Total polyphenol content (TPC) of material fermented for 48 h
with the indicated starter strain. Black bar: Radical scavenging activity (RSA) of material fermented
for 48 h with the indicated starter strain. Control, labelled CTRL, corresponds to incubated juice.
*** 1 <0.0001, ** p < 0.01, * p < 0.05 from Dunnett’s test versus control.
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A subset of pair’s food material—strain was assayed for red blood cell protection from free-radical
induced haemolysis and for LDL protection from copper-induced oxidation activity. Papaya pulp and
pineapple juice were used as they were the only substrates in which increases of TPC or RSA were
observed during fermentation. Moreover, these two substrates exhibited the lowest RSA values, which
might facilitate the detection of RSA increase. Fermentation was started with strain 64, DSM20193,
56 or 12b for both substrates and with strains 17, 28, 1, 56 or 10b for papaya pulp only. Haemolysis
half-time values increased from 269 + 20 min for control cells to 302 + 24 min for 50-fold-diluted
papaya pulp and to 282 + 24 for 100-fold-diluted pineapple juice (Table 4). The haemolysis half-time
of pulp started with strain 1 was significantly higher than for control cell (p-value 0.032). Besides this
observation, the half-time was reduced for pulp started with 10b versus incubated pulp (p-value 0.028)
and for juice started with 12b versus incubated juice. For LDL oxidation assay, half-time with control
cells was significantly lower than with 500-fold-diluted incubated pineapple juice and juice started with
56, 12b or 64 (Table 4). LDL oxidation half-time data was higher for 500-fold-diluted pineapple juice
than for 50-fold-diluted papaya pulp. No significant difference between fermented and unfermented
pulp was observed. The effects observed with DPPH assay were not reflected by haemolysis inhibition
neither by LDL oxidation inhibition. This discrepancy can be explained by the differences in methods
that do not trigger the same types of molecular mechanisms and/or involve different radicals or
pro-oxidants and/or are conditional on the experimental time [43]. A further analysis of polyphenols,
but also EPS and peptide composition changes during fermentation, would be necessary to understand
these observations.

Table 4. Haemolysis inhibition and LDL oxidation inhibition by fermented papaya pulp or pineapple
juice started with different strains (mean + SD). * Correspond to a p-value < 0.05. Different letters
correspond to significant differences.

Half-Time for Ldl

Condition Half-Time for Haemolysis (Min) Oxidation (Min)
CONTROL CELLS 269 £ 20 28.1+42 B
PAPAYA PULP 302 £ 24 451+51 AB
PAPAYA /STRAIN 1 340 £ 27 * vs control cells
PAPAYA /STRAIN 10B 257 + 94 *vs pulp
PAPAYA /STRAIN 12B 264 + 70 52.3 £23.0 AB
PAPAYA /STRAIN 28 280 + 40
PAPAYA /STRAIN DSM20193 319 + 20
PAPAYA /STRAIN 56 259 + 46 52.0 £15.0 AB
PAPAYA /STRAIN 64 279 £12 542 +28.2 AB
PAPAYA /STRAIN 17 278 £7
PINEAPPLE JUICE 282 £ 24 71.7 £94 A
PINEAPPLE/STRAIN 12B 208 £ 72 * vs juice 759 £12.7 A
PINEAPPLE/STRAIN DSM20193 273 +73
PINEAPPLE/STRAIN 56 234+ 79 75.7 £ 124 A
PINEAPPLE/STRAIN 64 289 £ 47 542 +28.2 A

3.6. Changes in Microbial Counts, pH, Sugar and RSA Over-Fermentation and Refrigerated Storage

The pH during fermentation showed an increase from 3.4 to 4.0 for 64-started juice and to 3.5 for
12b-started juice. The pH became constant after 16 days of storage. This pH increase could result from
decarboxylation of malic or citric acids, the main organic acids in pineapple, which have two and three
carboxyl groups, respectively [44,45]. Reducing the sugar level decreased over-fermentation, starting
from 79 g-L~! and reaching 60.5 and 61.8 g-L~!, respectively, for juice started with 64 and with 12b.
HPLC sugar analyses showed different patterns. For juice started with 64, glucose was the main sugar
consumed with concentration decreasing from 39.4 g-L ™! to 28.4 g-1.~! over-fermentation. Sucrose
content decreased from 36.6 g-L. 7! to 32.5 g-L~! and fructose content decreased from 44.7 g-L.~! to
40.2 g-L 1. The resulting product is 20% poorer in sugars compared to the non-fermented juice, which
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is another interesting nutritional property. For juice started with 12b, only glucose was consumed,
resulting in a content of 33.3 g-L~!. Surprisingly, after 16 days of storage at 4 °C, the reducing sugar
level was 79.2 and 71.4 g-1. !, respectively, for juice started with 64 and with 12b. The concentration
of glucose, fructose and sucrose was 38.1, 46.4 and 48.4 g-1.~!, respectively, for juice started with
64. For juice started with 12b, the concentration of glucose, fructose and sucrose was 36.6, 40.7 and
40.9 g-L 1, respectively. Altogether, an increase of reducing sugar content and of glucose, fructose and
sucrose was observed for 64-started juice over shelf-life. This observation stems probably from the
hydrolysis of polysaccharides or ester bounds releasing sugars or, in a lesser extent, from the synthesis
of aldehydes or ketones which contain reducing extremities. The synthesis of different aldehydes and
ketones was previously observed for W. cibaria and numerous Leuconostoc species in sourdough and
cheeses [46,47]. This observation further warrants the requirement for analysis of composition changes
during fermentation and storage. During storage, the RSA of started juice increased by 34% and by
29%, with strains 64 and 12b, respectively.

LAB count at inoculation was 1.0x10° cfumL~!. It increased to 7.5x10° cfu-mL~!
over-fermentation with strain 64 and decreased during refrigerated storage to 1.5x10° cfu-mL ™.
For 12b, a marked increase was evident during fermentation and the counts reached
7.5%107 cfu-mL~!. An additional increase up to 1.6x 108 cfu.mL-mL~! was observed during storage.
Neither enterobacteria nor yeasts and moulds were detected in started juices and total bacterial counts
corresponded exactly to LAB counts.

On the whole, 16 days of refrigerated storage did not significantly alter the microbial quality of
fermented juices and preserved antioxidant properties.

3.7. Sensory Profile and Fermented Juice Quality Evaluation

Pineapple juice started with W. cibaria 64 or with Lc. pseudomesenteroides 12b was chosen for
sensory analysis. Pineapple juice was characterised by a high acidity and a sweet flavour, but also by
fluidity, smoothness and freshness. Yogurt odour and taste were significantly more marked in started
juice compared to control juice (strain 64 p < 0.001; strain 12b p < 0.05). Other sensory attributes did
not significantly differ between the control and the 64-started juice. Hot and sparkling tastes were
more present in pineapple juice started with strain 12b compared to the control and to 64-started juice
(p < 0.001). Moreover, 12b-started juice was characterised by a more pronounced sweet and sour taste
compared to the control juice (p < 0.05). Lastly, the pineapple character was significantly lower in
12b started juice compared to control juice (p < 0.01). These characteristics result in a significantly
reduced overall quality for 12b started juice compared to non-fermented juice (p < 0.05). Interestingly,
PCA analysis showed a very clear grouping of assays according to a limited number of sensory
attributes (Figure 4). Yogurt character and sweet taste reflect W. cibaria 64-started juice properties,
whereas Lc. pseudomesenteroides 12b-started juices were characterised by hot and sparkling tastes and
non-fermented juice by its marked pineapple taste.

Altogether, started juice was liked with global quality scores of 5.5 and 5.1, respectively, for juices
started with 64 and 12b. The non-started juice was more appreciated, with a score of overall quality
of 6.9.

Hedonic test scores showed that fermented pineapple juice started with strain 12b was more
appreciated than that started with strain 64, but the difference was not significant (Figure 5). Colour,
taste, pineapple flavour and texture evaluation did not show differences according to the starter strain.
The only difference was for odour, slightly more appreciated in 12b-started juices.
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Figure 4. Principal component analysis of sensory profiles of pineapple juice non-fermented or started
with 64 and 12b strains. T1 and T2, pineapple juice; 64A, 64B, 64C, juice started with strain 64; 124,
12B, 12C, juice started with strain 12b. Arrows correspond to eigenvectors for indicated descriptors.

4. Conclusions

A set of 34 strains from 13 species with highly diverse characteristics was screened for the
ability to start lactic fermentation of juice, pulps and tea infusions and to lead to pleasant beverages
with preserved antioxidant properties. Two strains were particularly investigated, 64 and 12b.
The fermented juices were globally appreciated and exhibited peculiar sensory characteristics.

W. cibaria 64 produced EPS, had moderate acidification ability and grew poorly in apple or
pineapple juice. Pineapple juice fermented with this strain exhibited a significant increase in TPC
and RSA, which was maintained during refrigerated storage. However, other antioxidant activity
determination assays did not succeed in detecting changes. Lc. pseudomesenteroides 12b also produced
EPS but exhibited a slow acidification profile. Its growth in apple juice was poor but good in pineapple
juice. With this strain as starter, an increase in antioxidant activity was noted in fermented papaya
pulp but remained unchanged in fermented pineapple juice. In a green tea infusion or mango pulp,
fermentation with this strain resulted in decreased TPC. These differences probably reflect different
enzymatic activities that modulate the composition of fruit juice over-fermentation. The investigation
of metabolite changes in fruit juice during lactic fermentation with these strains and the determination
of enzymatic activities involved in polyphenolic compounds” hydrolysis would lead to a better
understanding of the observed properties of fermented juices. Lastly, fruit lactic fermentation with
strains from those species is an unusual event, though these species are often detected in fermented
foods of plant origin [48-50] and would thus require safety studies. In particular, this might entail that
biogenic amine formation and infectious potential would have to be carefully investigated [51,52].
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Figure 5. Hedonic sensory analysis: (a) overall acceptability; (b) colour; (c) odour; (d) pineapple taste; (e) taste; (f) texture. Light dotted line: juice started with 12b;
black line: juice started with 64.
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Résultats complémentaires

Introduction

Les résultats présentés dans la publication précédente ont été obtenus avec du jus d’ananas
commercial (Carrefour ou Albius - Royal Bourbon Industries). Le jus commercial a d’abord
été préferé au jus frais, afin de s’affranchir de la flore naturellement présente dans les jus
fraichement pressés. D’autre part, les premiers essais & partir de jus fraichement pressés
avaient montré une dominance de levures et I’incapacité des starters utilisés a s’implanter.
Avec le succes de la fermentation menée par les deux isolats 64 ou 12b, nous avons décide
d’essayer a nouveau la fermentation de jus d’ananas frais en utilisant ces deux souches.
L’étude sur du jus frais permettrait dans un premier temps de confirmer les résultats obtenus
sur du jus commercial, et dans un deuxiéme temps de tester ces deux souches sur une boisson
de qualité organoleptique bien supérieure.

Notre protocole de fermentation a partir de fruits fraichement pressés ou mixés nécessitait une
premiére étape de pasteurisation de la matiére premiére avant I’inoculation du starter (afin de
limiter la population en levures, résultat non montré). Or, la pasteurisation peut entrainer des
pertes en composés antioxydants, diminuant ainsi I’activité antioxydante. Ainsi, il paraissait
important de quantifier dans quelle mesure cette étape de pasteurisation des jus et des pulpes
de fruit (ananas, papaye, mangue) pouvait diminuer I’activité antioxydante.

Dans la publication ci-dessus, la teneur en composés phénoliques ainsi que I activité
antioxydante augmentaient au cours de la fermentation de jus d’ananas avec les isolats 64, 56
et DSM 20193 et de pulpe de papaye avec les isolats DSM 20193, DSM 20196, 6a, 39, 5 17,
28, 1, 56, 10b et 12b. Ces résultats ont été déterminés par les tests Folin-Ciocalteu et DPPH.
Afin de confirmer ces résultats, nous avons déterminé I’activité anti-radicalaire par un

troisiéme test : le test ORAC (Oxygen Radical Absorbance Capacity).

Matériels et méthodes

Effet de la pasteurisation sur les propriétés antioxydantes des jus et des pulpes de fruit

La pasteurisation a été réalisée avec un traitement de 5 min a 75°C. La teneur en composeés
phénoliques ainsi que I’activité anti-radicalaire ont été mesurées pour de la pulpe pasteurisée
et non pasteurisée, et pour du jus frais et du jus frais pasteurisé en utilisant le test de Folin-
Ciocalteu et le test DPPH, respectivement. Les méthodes sont décrites dans I’article

précédent. Les jus frais ont été également comparés aux jus commerciaux.
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Test ORAC (Oxygen Radical Absorbance Capacity)

Le test ORAC permet de mesurer I’activité antioxydante d’un échantillon vis-a-vis d’un
géneérateur de radicaux : I’AAPH (2,2’-Azobis [2-methyl- propionamidin]dihydrochloride).
Les éechantillons ont été dilués 400 fois dans du tampon phosphate 75 mM (pH 7,4) pour
I’expérience. Dans une plaque de 96 puits (noire), 25 pL d’échantillon sont mélangés avec
150 pL de fluorescéine puis incubé pendant 15 min a 37°C. 25 uL d’AAPH sont ensuite
ajoutés et la décroissance de la fluorescence est suivie pendant 1h40, a une longueur d’onde
d’excitation et d’émission respectivement de 485 nm et 530 nm. L’AAPH, en générant des
radicaux libres va entrainer la dégradation de la fluorescéine et donc une diminution de la
fluorescence. L’ajout de molécules antioxydantes permet de retarder cette dégradation. La
réaction est standardisée en utilisant une gamme de Trolox (6,25-75 uM). Les résultats sont
exprimés en Trolox équivalent (uM). lls représentent la moyenne de trois expériences

réalisées indépendamment et analysées en triplicat.

Fermentation lactique de jus d’ananas frais

Les ananas ont été laves, épluchés puis coupés avant de les presser. Les jus ont été obtenus
grace a un extracteur de jus (Philips, Masticating juicer). L’extracteur de jus broie les fruits en
les pressant avec une vis sans fin contre les grilles d’un tamis, ce qui permet de séparer les
fibres du jus. Avant fermentation, les jus ont été pasteurises a 80°C, 5 min puis inoculés avec
les isolats 64 et 12b. Apreés deux jours de fermentation, les jus ont été conservées pendant trois
jours a 4°C et comparés a du jus fraichement préparé (JO) et du jus frais conservé a 4°C
pendant cing jours (J5). La teneur en composés phénoliques ainsi que I’activité anti-
radicalaire (par le test DPPH) ont été mesurées. Les profils sensoriels de chaque produit ont

été comparés en utilisant les mémes descripteurs que ceux décrits dans I’article précédent.

Résultats et Discussion

Effet de la pasteurisation sur les propriétés antioxydantes des jus et des pulpes de fruit

La pasteurisation peut modifier les propriéteés nutritionnelles et antioxydantes des fruits en
agissant sur les molécules hydrosolubles comme la vitamine C ou les composés phénoliques.
Ainsi, nous avons désiré vérifier si notre étape de pasteurisation ne diminuait pas la teneur en
composés phénoliques ainsi que I’activité antioxydante. En comparant au jus frais, le jus

commercial posséde une teneur en composes phénoliques significativement plus basse que le
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jus frais (p < 0,05) (Figure 20A). En effet, la teneur du jus frais est de 0,68 + 0,21 g AGE.L™
et celle du jus commercial est de 0,52 + 0,05 g AGE.L™. En revanche, aucune différence
significative n’a été observée entre le jus frais et le jus frais pasteurisé : notre étape de
pasteurisation n’a donc eu aucun effet sur la teneur en composés phénoliques. Pour I’activité
anti-radicalaire, aucune différence n’a été observée entre le jus frais et le jus commercial. En
revanche, le jus pasteurisé a montré une activité anti-radicalaire significativement plus élevée
que le jus frais non pasteurisé (p < 0,0001).

Pour les pulpes de fruit, aucune différence n’a été observée entre la papaye pasteurisée et non
pasteurisée, que ce soit pour la teneur en composés phénoliques ou I’activité anti-radicalaire
(Figure 20B). En revanche, la mangue pasteurisée a montré une teneur en COMpPOSES
phénoliques significativement plus élevée que la mangue non pasteurisée (p < 0,05), mais
aucune différence n’a été observée pour I’activité anti-radicalaire. La mangue posséde une
teneur en composés phénoliques plus élevée que la papaye (p < 0,0001) mais leurs activités

antioxydantes sont les mémes.

Notre étape de pasteurisation n’a donc eu aucun effet négatif sur les propriétés antioxydantes
des jus et des pulpes. Au contraire, une augmentation des propriétés antioxydantes a été
observée pour le jus d’ananas et la pupe de mangue pasteurisés. En général, la pasteurisation
entraine une baisse des activités nutritionnelles, car elle dégrade les composés hydrosolubles,
comme la vitamine C et certains composes phénoliques. Cependant, il a déja été démontré que
dans certains cas, la pasteurisation pouvait augmenter les activités antioxydantes [145]. Les
auteurs ont déduit que la chaleur pouvait hydrolyser les liaisons présentes dans les composés
phénoliques polymériques. L’augmentation de la teneur en composés phénoliques suite a un
traitement thermique modeéré peut s’expliquer également par la formation de produits de
Maillard [146]. De plus, certains composeés phénoliques sous leur forme oxydée intermédiaire
peuvent avoir une activité anti-radicalaire plus efficace que s’ils étaient sous leur forme non
oxydée [147]. Nous pensons cependant, que ces variations dépendent de la matrice, de la
composition en composés phénoliques et autres molécules, de la durée et de la température

d’incubation.
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Figure 20 : Effet de la pasteurisation sur la teneur en composés phénoliques et l'activité

antioxydante des jus d'ananas (A) et des pulpes de fruit (B).
Test comparatif de Dunnett: *p < 0,05; ***p < 0,001 en comparaison au témoin non

pasteurisé ; Test de comparaison multiple REGWQ (p < 0,05): ### p < 0,001

Modification de I’activité antioxydante au cours de la fermentation : test ORAC

Les résultats obtenus pour le test ORAC sont présentés sur la Figure 21. Les jus d’ananas
commerciaux fermentés par les isolats 21, 64, 12b, 56, 5 et DSM 20193 ont montré une
capacité antioxydante significativement plus éelevée que le jus témoin non fermenté (p <
0,0001), révélée par le test de Dunnett (Figure 21A). Les jus fermentés par les isolats 21
(W. cibaria), 12b et 56 (Lc. pseudomesenteroides) ont montré les valeurs les plus élevées, soit
12 fois supérieure a celle du témoin. Ces résultats confirment les résultats précédents obtenus
par le test DPPH pour les isolats 64, 56 et DSM20193. En revanche, le test DPPH n’avait

révélé aucune différence pour les isolats 21, 12b et 5. Le test de Folin-Ciocalteu avait montré
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une augmentation significative de la teneur en composés phénoliques uniquement avec
I’isolat 64.

Pour la pulpe de papaye, les pulpes fermentées par les isolats 12b, 21, 6a et DSM20193 ont
montré une capacité antioxydante significativement plus élevee, de 144 a 247 %, que la pulpe
témoin non fermentée (Figure 21B). En revanche, aucune différence significative n’a été
observée pour les autres isolats. Ces résultats confirment ceux obtenus par le test DPPH pour
les isolats 12b et 6a. En revanche, pour I’isolat 21 et la souche DSM 20193, aucune différence
significative n’avait été observée pour le test DPPH. En revanche, une augmentation
significative de la teneur en composés phénoliques avait été observée avec la souche DSM
20193.

Ces différences peuvent s’expliquer par les différences entre les deux tests. En effet, les tests
ORAC et DPPH impliquent des mécanismes moléculaires différents et des radicaux
différents, I’AAPH et le DPPH, respectivement. L’utilisation du test ORAC a permis
néanmoins de confirmer les résultats obtenus pour les souches 64 et 12b. La souche 64 avait
été capable d’augmenter la teneur en composés phénoliques du jus d’ananas ainsi que
d’augmenter les capacités antioxydantes, prouvées par les tests DPPH et ORAC. La souche
12b est également tres intéressante, elle avait montré une augmentation de [I’activité
antioxydante de la pulpe de papaye par le test DPPH mais pas pour le jus d’ananas. En
revanche, le test ORAC a montré que la souche 12b augmentait les capacites antioxydantes du

jus d’ananas.

Le test ORAC a également mis en évidence I’activité antioxydante des souches 21, 56 et
DSM 20193. Pour rappel, les souches 64 et 21 sont des W. cibaria et les souches 12b, 56 et
DSM 20193 sont des Lc. pseudomesenteroides. Les espéces W. cibaria et
Lc. pseudomesenteroides présentent ainsi un fort potentiel pour la conception de produits aux
capacités nutritionnelles améliorées. De plus, ces isolats avaient également montré des

caractéristiques intéressantes lors de la premiére étude.
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Figure 21 : Activité anti-radicalaire (UM TE) mesurée par le test ORAC pour les jus d'ananas
fermentés (A) et les pulpes de papaye fermentées (B)

Test comparatif de Dunnett : *p < 0,05 ; ***p < 0,001 en comparaison a la condition Témoin
non fermentee

Fermentation lactique de jus d’ananas frais

1) Détermination de la teneur en composés phénoliques et I’activité antioxydante

Aprés deux jours de fermentation, les jus d’ananas Victoria frais fermentés par les souches
12b et 64 ont été conservés a 4°C pendant trois jours. La teneur en composés phenoliques et
I’activité anti-radicalaire ont été déterminées en utilisant les tests Folin-Ciocalteu et DPPH,
respectivement, a du jus frais conservé 5 jours a 4°C (J5) (Figure 22). Il est nécessaire de
bien différencier ici le temoin et le témoin traité dans la publication précédente. Dans la
publication, le témoin est maintenu a 30°C, car c’est la température de fermentation. Dans
cette étude, le témoin est maintenu a 4°C pour imiter la conservation habituelle d’un jus frais.

En comparant au témoin non fermenté J5, aucune différence significative n’a été observée
pour les jus fermentés, que ce soit pour la teneur en composes phénoliques ou I’activité
antioxydante.

Dans I’ensemble, ces résultats réalisés sur jus frais ne coincident pas aux résultats observés
pour les jus commerciaux. Les isolats 12b et 64 avaient été capables d’augmenter
significativement la teneur en composés phénoliques et I’activité antioxydante de jus
commerciaux. Dans le cas du jus frais, aucune différence n’a été observée.

L’augmentation de I’activité antioxydante au cours de la fermentation lactique est
principalement due a la métabolisation des composés phénoliques. Il est possible que la

composition du jus frais soit différente de celle du jus commercial. En effet, plusieurs
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parameétres peuvent affecter la teneur en composés phénoliques des fruits, tels que la zone
géographique de culture, les conditions de croissance du fruit, les conditions de récolte et le
stade de maturité. De plus, les processus de fabrication des jus sont différents, et ceci peut
avoir des effets sur la teneur en composés phénoliques. Il serait intéressant de comparer les
composés phénoliques présents dans les jus frais et des jus pasteurisés avec des niveaux

commerciaux de traitements thermiques (assurant une stabilité des jus a température

ambiante).
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Figure 22 : Evolution de la teneur en composés phénoliques et de I'activité antioxydante au
cours de la fermentation lactique de jus d'ananas Victoria

2) Analyse sensorielle des jus d’ananas Victoria fermentés

La comparaison (REGWQ) des deux témoins JO et J5 a montré des différences significatives
au niveau de la couleur, de I’odeur et de la texture. Le témoin JO a montré une odeur plus
fruitée que le témoin J5 (p < 0,01). Une couleur plus orangee (p < 0,05) ainsi qu’une texture
plus lisse (p < 0,0001) et plus fluide (p < 0,01) ont été observées pour le témoin J5.

D’un point de vue organoleptique, les jus d’ananas frais fermentés différent significativement
des jus frais témoins. En utilisant le test REGWQ (p < 0,05), des différences significatives ont
été observées pour les descripteurs : couleur (C) jaune, C vert, C orange, odeur (O) ananas, O
fermentés, O yaourt, O fruitée, texture (T) lisse, T fluide, saveur (S) acide, S sucrée, godt (G)
frais, G yaourt, G piquant, G fermenté, G petillant et au niveau de la qualité générale. Les
profils sensoriels pour les quatre types de jus sont présentés dans la Figure 23. Les jus
fermentés par les deux souches ont montré une couleur plus orangée, un caractere fermente
ainsi que des odeurs et des godts de yaourt beaucoup plus prononcés comparés aux deux
témoins (p < 0.0001). Le jus fermenté par la souche 12b, en plus des autres critéres, a montré
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des golts piquant (p < 0,01), aigre-doux et pétillant (p < 0,0001) plus prononcés que les deux
témoins. Dans I’ensemble, les jus fermentés ont été légerement moins appréciés que les jus
frais (p < 0,05).

C jaune

Qualité 8 Cvert —b64-frais
G pétillant 7 C orange 12b-frais
g 10
G aigre-doux _ 0 ananas
- 15
4 ——
G fermenté ] ‘ O douce
. |\ ;
G piquant \ L/ 0 acide

G yaourt < O fermentée
=

G fruite \
. /

G ananas Ty 0 yaourt

O fruite

G frais T lisse

S sucré T fluide
S acide

Figure 23 : Profil descriptif sensoriel des jus frais non fermentés et des jus frais fermentés par
W. cibaria 64 et Lc. pseudomesenteroides 12b

Descripteurs : C : Couleur ; O : Odeur ; T : Texture ; S : Saveur ; G : Go(t

Ces reésultats confirment bien ceux obtenus dans la publication précédente. Les caractéres
fermenté, yaourt, piquant et pétillant sont retrouvés tant chez les jus fermentés commerciaux
que chez les jus frais fermentés. Le godt piquant et pétillant, produit par I’isolat 12b a sans
doute pour origine la production de dioxyde de carbone, donc d’un métabolisme hétéro-
fermentaire. Le golt et I’odeur de yaourt, observés pour les jus fermentés par I’isolat 64
proviennent probablement de la synthese de composés aromatiques pendant la fermentation.
Les caractéres yaourt, piquant et pétillant peuvent étre surprenants pour du jus d’ananas, c’est
pourquoi dans I’ensemble les jus fermentés ont été moins appréciés que les jus non fermentés.
Cela vient probablement du fait que les membres du jury s’attendaient déja a du jus d’ananas.
En comparant ces produits fermentés a du jus d’ananas, tel qu’ils ont I’habitude de boire, il est
évident gu’ils soient moins appréciés. Proposer aux consommateurs ces produits, non sous la
forme de jus d’ananas, mais sous la forme de nouvelles boissons a base d’ananas, peut
modifier la vision d’ensemble des consommateurs. La dénomination de la boisson est

également importante, en la présentant sous forme de jus, on s’attend forcément a du jus. Si
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on la présente sous une autre forme, comme « boisson rafraichissante » ou « cocktail sans
alcool », on aura ainsi plus de difficultés & imaginer le produit. La formulation du produit est
également importante, si on veut le proposer sous forme de smoothie, ou ajouter du
lactosérum (pratiquer pour les kéfir de fruits). L utilisation d’une combinaison de souches au
lieu d’une seule souche peut aussi apporter des propriétés intéressantes en maximisant les

effets de chacune des souches.

Discussion et perspectives

Des 77 bactéries lactiques isolées, 28 bactéries et 6 souches de référence ont été sélectionnées
pour réaliser des boissons fermentées. Des fruits tropicaux et emblématiques de la Réunion
(ananas, papaye, mangue) ainsi que des infusions (thé vert et thé noir) ont été choisis comme
substrats pour la fermentation lactique. Notre protocole de fermentation impliquait pour les
fruits des étapes de lavage, de découpage, de pressage, de pasteurisation. La pasteurisation est
indispensable sur ananas pour limiter la croissance de levures au cours de la fermentation et
probablement pour limiter I’oxydation des composés phénoliques ou le brunissement
enzymatique. Dans notre cas, la pasteurisation n’a entrainé aucun effet négatif sur les
propriétés antioxydantes des fruits.

La fermentation du thé noir par les isolats 10b, 12b, 56, 58 et DSM 20193 a provoqué une
diminution de la teneur en composés phénoliques mais n’a eu aucun effet sur I’activité
antioxydante. Le thé noir est riche en théaflavine et théarubigine, qui sont les formes oxydées
et polymérisées des catéchines. Ces composés sont appelés tanins condensés et peuvent étre
dépolymérisés par une enzyme, la tanase. La dépolymérisation libére donc des molécules et
augmente en genéral la teneur en composés phénoliques. L hypothese de dépolymerisation
des composés phénoliques pendant la fermentation de thé noir n’est donc a priori pas une
hypothése valable. Nous pensons que d’autres composés phénoliques du thé noir ont été
oxydés pendant la fermentation, ce qui limiterait leur réaction avec le réactif de Folin-
Ciocalteu. Ces hypotheses peuvent étre émettre également pour la mangue, ou la fermentation
a entrainé aussi une diminution de la teneur en composés phénoliques. Cependant, une
analyse exacte des composés phénoliques présents dans le thé noir et la mangue aprés
fermentation est nécessaire afin de vérifier ou confirmer ces hypotheses.

Contrairement au thé noir et a la mangue, la fermentation lactique a augmenté
significativement la teneur en composés phénoliques ainsi que I’activité antioxydante des jus

d’ananas et de la pulpe de papaye avec plusieurs isolats appartenant aux espéces W. cibaria,
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Lc. mesenteroides et Lc. pseudomesenteroides. Le thé, la mangue, la papaye et I’ananas
different de par leur composition en composés phénoliques. La papaye et I’ananas sont riches
en acides hydroxycinnamiques, que 1’on ne retrouve pas ou tres peu dans le thé et la mangue.
Nous pensons que ces types de composés phénoliques sont des substrats préféerés par nos
isolats.

Parmi les isolats ayant montré une augmentation de I’activité antioxydante, W. cibaria 64 et
Lc. pseudomesenteroides 12b ont montré les propriétés les plus intéressantes. W. cibaria 64 a
augmenteé significativement la teneur en composés phénoliques ainsi que I’activite
antioxydante du jus d’ananas. Lc. pseudomesenteroides 12b a augmenté significativement
I’activité antioxydante du jus d’ananas ainsi que de la pulpe de papaye, confirmé par les tests
de Folin-Ciocalteu, DPPH et ORAC. En revanche, les tests sur cellules in-vitro n’ont montré
aucune augmentation de I’activité antioxydante. Notre étude est la premiére a décrire les
espéces W. cibaria et Lc. pseudomesenteroides comme étant capables d’augmenter I’activité
antioxydante de fruits.

Ainsi, ces deux isolats ont été choisis pour une étude plus poussée de la qualite
organoleptique et sanitaire du jus fermenté produit. Les jus fermentés par ces deux souches se
conservent & 4°C pendant plus de 16 jours sans altération ni modification des propriétés
antioxydantes. Au bout de 16 jours, le pH des jus fermentés par W. cibaria 64 et Lc.
pseudomesenteroides 12b est de 4,04 + 0,02 et 3,55 + 0,02, respectivement. Nous pensons que
I’augmentation du pH par I’isolat 64 est di a la décarboxylation des acides malique et
citrique, présents dans le jus d’ananas. Au cours de la fermentation, ces deux isolats
produisent des molécules aromatiques, qui restent cependant encore a déterminer. Le jus
fermenté par W. cibaria 64 est caractérisé par une odeur et un godt de yaourt alors que le jus
fermenté par Lc. pseudomesenteroides 12b est caractérisé par un godt piquant et pétillant. Ces
caractéristiques organoleptiques sont également retrouvées lorsque du jus frais d’ananas
Victoria est fermenté par ces isolats. L’augmentation de I’activité antioxydante et la
production de molécules aromatiques pendant la fermentation lactiqgue d’une part et
I’augmentation du pH et de la teneur en sucres réducteurs au cours de la conservation d’autre

part, justifient une analyse exacte des molécules présentes dans le jus d’ananas fermenté.
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Discussion et perspectives générales

La surface des fruits et des Iégumes est riche en microflore et les bactéries lactiques y sont
classiguement rencontrées, bien que minoritaires. La modulation des conditions
environnementales par la préparation des matieres premiéres permet d’initier les
fermentations de fruits et de légumes. La fermentation lactique, grace aux propriétés
fonctionnelles des bactéries lactiques, améliore les propriétés sanitaires, organoleptiques et
nutritionnelles des fruits et des Iégumes. La caractérisation des bactéries lactiques présentes a
la surface des fruits et des Iégumes est un bon moyen pour rechercher des bactéries possédant
de telles propriétés bénéfiques.

Ainsi, ces travaux de thése ont visé deux principaux objectifs :

- Caracteriser la flore bactérienne lactique présente a la surface de fruits et de légumes
cultivés a la Réunion, en particulier les espéces du genre Weissella, connues pour étre
présentes a la surface de fruits et de légumes et impliquées dans des fermentations
spontanées, mais encore relativement peu étudiées.

- Inventer des produits fermentés a partir de fruits tropicaux, afin d’en augmenter les
bénéfices nutritionnels, d’allonger leur durée de conservation, et de proposer de
nouveaux godts aux consommateurs.

Les fruits et les [égumes sont soumis a de nombreux stress physiologiques (aléas climatiques,
agression, récolte, variations de température, chocs mécaniques). Ainsi, les microorganismes
présents a leur surface doivent s’adapter a ces changements. Les bactéries lactiques sont
capables de s’adapter a une multitude d’environnements et sont caractérisées par une grande
diversité de métabolismes. Ainsi, nous pensons que la surface des fruits et des légumes
pourrait constituer un réservoir naturel d’une grande diversite de bacteries lactiques. Ce projet
de recherche a permis d’apporter quelques éléments de réponse a cette hypothése. Ainsi, 77
bactéries lactiques ont été isolées de papayes, de tomates et d’achards de la Réunion. Nous
avons obtenu une grande diversité d’isolats : Lc. pseudomesenteroides (25), Lc. mesenteroides
(7), Lc. citreum (14), Lc. lactis (1), L. lactis (13), W. cibaria (4), W. confusa (4), W. soli (1),
W. paramesenteroides (1), Lb. plantarum (3), Lb. paraplantarum (2), Lb.
paralimentarius/kimchii (1) et Fb. tropaeoli (1). Pour certaines espéces, un seul isolat a été
obtenu, et ces espéces font partie des especes les plus rarement retrouvées a la surface des

fruits et des légumes. L’analyse génétique par la méthode (GTG)s a montré une grande variéeté
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de profils génétiques, et ce au sein d’une méme espece. Ceci peut s’expliquer par des
mécanismes d’adaptation a cette niche écologique, conségquence de mutations ou de transferts
de génes [148]. Une étude comparative des genomes de nos isolats avec ceux de souches
provenant d’autres environnements serait un moyen efficace pour confirmer cette hypothese.
Des isolats aux profils génétiques différents ont été choisis pour caractérisation
phénotypique en termes de conditions de culture : rendement et taux de croissance, tolérance a
différents stress environnementaux, production d’EPS, tolérance aux sels biliaires. Parmi les
bactéries lactiques, les genres Lactobacillus et Lactococcus sont les plus décrits et les plus
étudiés. Cette attraction vient du fait que certaines bactéries de ces genres, en particulier Lb.
plantarum et L. lactis sont consommées depuis des siecles, domestiquées, et exercent des
actions bénéfiques sur I’organisme humain en tant que probiotique. Nous avons souhaité avec
ces travaux de recherche, focaliser notre attention sur les especes du genre Weissella, qui
selon nous peuvent receler un certain nombre de propriétés intéressantes pour I’élaboration
d’aliments fermentés. Les especes W. cibaria et W. confusa sont retrouvées dans de nombreux
fruits et légumes fermentés, ou elles participent a la fermentation avec d’autres espéces des
genres Leuconostoc et Lactobacillus [149]. Notre travail a confirmé la production d’exo-
polysaccharides par les isolats W. cibaria et W. confusa comme reportée dans la littérature
[150-153]. En plus de leur forte tolérance aux stress environnementaux, ces isolats ont
montré une vitesse de croissance élevée et une capacité de croissance a 42-45°C, tout comme
les isolats de Lactobacillus. Plusieurs isolats comme W. cibaria 64, 30, W. confusa 59,
Lc. pseudomesenteroides 60 et Lb. plantarum 75 se sont avérés étre les plus résistants aux
stress environnementaux. Ces résultats démontrent le potentiel technologique de souches du
genre Weissella et ont permis de mieux connaitre la diversité au sein de quelques especes.
Ainsi, nos résultats montrent que les especes W. cibaria et W. confusa comportent des
souches potentielles pour I’élaboration d’aliments fermentés. Il serait intéressant de vérifier la
synthése de bactériocine par ces isolats, car certaines souches de W. cibaria, W. confusa,
W. paramesenteroides et W. hellenica sont capables de produire des bactériocines, appelées
Weissellicines [154-157]. Certains de nos isolats de Lc. pseudomesenteroides ont montré des
propriétés particuliéres : I’isolat 60 a montré un profil d’adaptation et de croissance similaire
aux isolats Weissella et Lactobacillus, et I’isolat 12b s’est révelé étre le plus tolérant aux sels
biliaires (0,1 %). L’isolat W. paramesenteroides 37 a également montré une bonne tolérance
aux sels biliaires. La tolérance aux sels biliaires représente |‘une des caractéristiques

recherchées pour la sélection de probiotiques. Mais de nombreux autres criteres sont
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essentiels. Ainsi, il serait essentiel de vérifier que nos isolats ne possédent pas de genes de
résistance aux antibiotiques et vérifier in vitro leur adhérence a des cellules intestinales.
L’isolat Fb. tropaeoli 77 a eté le plus tolérant a une condition de stress oxydant. L’espéce Fb.
tropaeoli est tres peu étudiee, elle a été decrite pour la premiere fois en 2011 [133] et a eté
isolée a la suite d’une fermentation spontanée de cacao, avec une souche de W. fabalis [158].
Il est intéressant de noter que les genres Weissella, Leuconostoc et Fructobacillus
appartiennent a la méme famille des Leuconostocaceae, et qu’avant d’étre classés dans ces
genres, certaines espéces de Weissella et de Fructobacillus étaient classées dans le genre
Leuconostoc. D’aprées notre étude, certaines souches de ces genres constitueraient des starters
potentiels pour la fermentation de fruits et de Iégumes, possédant des propriétés intéressantes
que I’on ne retrouve pas forcément chez d’autres espéces.

L utilisation de starters est la voie que nous avons envisagée pour la conception d’un produit
fermenté riche en fruits et/ou légumes, en antioxydants et apportant des propriétés
nutritionnelles et organoleptiques intéressantes. Nous avons testé la fermentation de différents
substrats, a savoir ananas, mangue, papaye et thé, par nos isolats. La fermentation du the et de
la mangue a conduit a une diminution de la teneur en composés phénoliques par certains de
nos isolats. Les mécanismes conduisant & cette diminution restent encore a étre élucidés et
nous pensons que certains composés phénoliques ont pu étre oxydés pendant la fermentation,
car I’activité antioxydante est restée constante. La fermentation lactique de quatre jus de fruits
tropicaux (mangue, carambole, goyave, pitaya) par une combinaison de souches (Lb. casei,
Sc. thermophilus, Lb. bulgaricus) a récemment été reportée [159]. Les bactéries ont montré
une trés bonne croissance dans les jus de mangue et de goyave. Cependant, la teneur en
composés phénoliques n’a pas été déterminée mais les jus ont été fortement appréciés. I
serait intéressant de tester nos isolats sur du jus de mangue et non de la pulpe de mangue.
Notre étude nous montre une toute autre tendance pour les jus d’ananas et la pulpe de papaye.
Une augmentation de la teneur en composés phénoliques ainsi que de I’activité antioxydante
par plusieurs isolats W. cibaria, Lc. mesenteroides et Lc. pseudomesenteroides a ainsi été
observée. Parmi ces isolats, deux ont montre les propriétés les plus intéressantes
(augmentation de la teneur en composés phénoliques et de I’activité antioxydante) sur du jus
d’ananas : W. cibaria 64 et Lc. pseudomesenteroides 12b. L’augmentation de la teneur en
composés phénoliques pendant la fermentation serait principalement due a la
dépolymérisation de composés phénoliques, augmentant ainsi la biodisponibilité de certains

composés ce qui est responsable de [’augmentation de [I’activité antioxydante [8].
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L augmentation de I’activité antioxydante pourrait étre amplifiée par un traitement préalable
de la matiere premiére. Par exemple, des traitements d’extraction, comme les ultrasons, les
hautes pressions ou les champs électriques pulsés, permettent a la fois de libérer des
composés phénoliques et des caroténoides et de pasteuriser a froid la matiere premiére. La
composition en composés phénoliques du jus d’ananas et de la papaye présente des
caractéristiques communes, ces substrats sont riches en acides hydroxycinnamiques (acide
férulique, acide p-coumarique, acide caféique) et en leurs dérivés glycosidiques [135,141].
Cette composition commune suggére que W. cibaria 64 et Lc. pseudomesenteroides 12b sont
capables de métaboliser ces types de composés phénoliques et nous renseigne sur les enzymes
potentiellement impliquées. Ainsi, nous pensons que ces isolats posséderaient les enzymes -
glucosidase, féruloyl estérase et PAD, qui seraient a I’origine de la libération de nouveaux
composés. La B-glucosidase hydrolyserait les liaisons B-glycosidiques présentes dans les
dérivés glycosidiques, entrainant ainsi la libération d’unité glucose (ou autres sucres) et les
acides hydroxycinnamiques. L’acide férulique peut étre également libéré par la féruloyl
estérase a partir d’esters d’acides féruliques. De plus, les acides hydroxycinnamiques peuvent
étre décarboxylés par la PAD en leurs dérivés vinyl (Figure 24). La comparaison de la
composition des jus fermentés et non fermentés par des outils de métabolomique permettrait
de mieux comprendre comment I’activité antioxydante est modulée par I’action des bactéries
lactiques. Cette éetude serait un préalable pour étudier I’expression de geénes et I’activité

d’enzymes impliquées dans ces changements.
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Figure 24: Métabolisme enzymatique potentiellement impliqué dans la libération de
composés phenoliques au cours de la fermentation lactique de jus d’ananas
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En parallele des effets sur I’activité antioxydante, la diminution de la teneur en sucres dans le
produit constitue un véritable ajout en terme de qualité nutritionnelle notamment pour les
personnes diabétiques. Afin de mieux détailler les effets santé de nos jus fermentés, il nous
sera nécessaire de les tester sur des modeles de cultures cellulaires soumis a des conditions
d’hyperglycémie ou de stress oxydatif. Des études chez I’animal (modeles animaux de
diabete) et nutritionnelle chez I’homme lors d’étude de supplémentation, permettrait de
préciser le bénéfice de ces boissons dans le cadre de la lutte contre le diabéte et I’obésite.
Dans notre étude, nous avons utilisé les starters de facon indépendante. Une autre piste a
explorer serait la combinaison de souches dans I’objectif de maximiser leurs effets. Toutefois,
le résultat serait difficilement prédictible du fait des interactions possibles entre souches.

Le godt piquant et pétillant détecté dans le jus fermenté par la souche 12b est certainement dl
a un métabolisme hétéro-lactique, avec la production de dioxyde de carbone. La synthese de
molécules aromatiques par ces deux isolats indique une autre voie possible de métabolisation,
en particulier pour I’odeur et le goQt de yaourt détectés avec la souche 64. Plusieurs composés
aromatiques présents dans le yaourt ont été décrits: I’acétaldéhyde, le diacetyl, I’acide
propanoique, I’acide acétique, I’acétone, I’acetoine, I’acide formique, le benzaldéhyde, le
diméthyle sulfide et la 2,3-pentanedione [160]. Certaines de ces molécules pourraient étre a
I’origine de I’odeur et du godt de yaourt détectés dans le jus fermenté par la souche 64.

Selon les acides organiques présents, le golt peut également se retrouver modifié. L’acide
lactique, par exemple possede une acidité plus faible que I’acide malique, et la conversion de
I’acide malique en acide lactique se traduit par un godt plus sucré en bouche [161].

Les analyses organoleptiques ont montré que les jus fermentés étaient un peu moins appréciés
que les jus non fermentés. Des travaux complémentaires de formulation, avec d’autres
ingrédients ou par la préparation de smoothies qui conservent les fibres du fruit, sont a présent
nécessaires pour aboutir a une boisson tres appréciée. Au-dela, I’étude de la perception des
consommateurs et des déterminants de I’acte d’achat pour de telles boissons innovantes
constituerait un réel plus a nos travaux.

Ainsi ces travaux de these ont montré les capacités de certaines especes de Weissella,
Leuconostoc, Fructobacillus et Lactobacillus pour des applications sur fruits et Iégumes.
Certaines peuvent étre applicables en tant que starters pour la fermentation de fruits et de
Iégumes (64, 30, 60, 75), d’autres en tant que probiotiques (37, 12b, 75), d’autres en tant que
cultures en biopréservation (58, 77) et d’autres pour I’obtention d’aliments fonctionnels (64,
12Db).
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Recherche de bactéries lactiques autochtones capables de mener la fermentation de
fruits tropicaux avec une augmentation de I’activité antioxydante

Résumé :

Les bactéries lactiques sont utilisées pour la fermentation d’aliments dans le but d’augmenter leur durée de
conservation et d’améliorer leurs propriétés organoleptiques et nutritionnelles. Dans le but de diversifier I’offre
d’aliments fonctionnels et de limiter les pertes en produit frais, nous proposons des produits fermentés a base de
fruits ou Iégumes, riches en antioxydants et plaisants pour le consommateur. Pour cela, mes travaux de thése ont
été menés en deux étapes : caractériser la flore bactérienne lactique présente a la surface de fruits et de légumes
cultivés a La Réunion, puis sélectionner des bactéries autochtones possédant certaines propriétés fonctionnelles.
Ainsi, 77 bactéries lactiques isolées de papayes, de tomates et d’achards de la Réunion, appartenant aux genres
Leuconostoc, Lactococcus, Weissella, Lactobacillus et Fructobacillus ont été caractérisées génétiquement et
phénotypiquement. Parmi la grande diversité observée, certains isolats ont présenté des caractéristiques
technologiques (conditions et vitesse de croissance, résistance aux stress environnementaux) et fonctionnelles
(production d’exo-polysaccharides) intéressantes pour I’élaboration d’aliments fermentés, en particulier les
isolats Weissellla cibaria 64 et 30, Leuconostoc pseudomesenteroides 60 et Lactobacillus plantarum 75. A partir
de ces données, des étapes complémentaires de criblage ont été réalisées sur différents substrats (mangue,
papaye, ananas, thé vert, thé noir) fermentés, en examinant leurs propriétés organoleptiques et leurs activités
antioxydantes. Deux isolats, Lc. pseudomesenteroides 12b et W. cibaria 64, ont augmenté significativement la
teneur en composeés phénoliques et I’activité antioxydante de jus d’ananas Victoria au cours d’une fermentation
de 48h. Le produit fermenté se conserve 16 jours au froid sans aucune altération et conserve I’ensemble de ses
bénéfices nutritionnels. Une odeur et des godts typiques ont été détectés dans les boissons fermentées obtenues.
L’augmentation de I’activité antioxydante observée au cours de la fermentation résulte probablement du
métabolisme des composés phénoliques par les bactéries. L’identification des molécules produites et des
enzymes impliquées est nécessaire afin de comprendre les mécanismes mis en jeu.

Mots clés : fermentation lactique, antioxydant, nutritionnel, ananas, Weissella, Leuconostoc

Research for autochthonous lactic bacteria able to ferment tropical fruits with an
increase in antioxidant activity

Abstract :

Lactic acid bacteria are used for the production of large variety of fermented foods in order to enhance shelf-life
together with improved organoleptic and nutritional properties. In order to create new functional foods and to
reduce fresh product waste, the objectives of my PhD were to develop and characterize fruit or vegetables
fermented foods, rich in antioxidants and pleasant for consumers. To reach these goals, my PhD work was split
in two steps: 1- characterization of lactic bacteria present on fruits and vegetables grown at Reunion Island and
2- selection of autochthonous bacteria with functional properties.

Thus, 77 lactic bacteria from genera Leuconostoc, Lactococcus, Weissella, Lactobacillus and Fructobacillus
were isolated from papaya, tomato and sliced cabbage from Reunion Island. They were genetically and
phenotypically characterized. A huge diversity in term of genetic and phenotypic characteristics was determined.
Furthermore, several isolates exhibiting specific technological and functional properties (growth rate, resistance
to environmental stress, production of exopolysaccharides) were identified. These isolates, potentially useful for
the production of fermented foods, were Weissella cibaria 64 and 30, Leuconostoc pseudomesenteroides 60 and
Lactobacillus plantarum 75. Then, further screening steps were performed on different food substrates
(pineapple, mango, papaya, tea infusions) in order to select isolates able to improve antioxidant and organoleptic
properties. Two isolates, W. cibaria 64 and Lc. pseudomesenteroides 12b were shown to significantly enhance
the phenolic content and the antioxidant activity of Victoria pineapple juice after a 48h-fermentation. The
fermented products exhibited a good shelf-life of 16 days without alteration and preserved nutritional benefits.
Characteristic odour and tastes were detected in the fermented drinks. The increase in antioxidant activity
observed during fermentation was probably the consequence of a depolymerization of phenolic compounds.
Further works are required to identify the composition changes over fermentation and to reach a better
understanding of the mechanisms involved.

Key words: Lactic acid fermentation, antioxidant, nutritional, pineapple, Weissella, Leuconostoc
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