
HAL Id: tel-02080859
https://theses.hal.science/tel-02080859

Submitted on 27 Mar 2019

HAL is a multi-disciplinary open access
archive for the deposit and dissemination of sci-
entific research documents, whether they are pub-
lished or not. The documents may come from
teaching and research institutions in France or
abroad, or from public or private research centers.

L’archive ouverte pluridisciplinaire HAL, est
destinée au dépôt et à la diffusion de documents
scientifiques de niveau recherche, publiés ou non,
émanant des établissements d’enseignement et de
recherche français ou étrangers, des laboratoires
publics ou privés.

Cultures antifongiques applicables comme ferments de
bioprotection dans les produits laitiers : sélection,

évaluation à l’échelle pilote et identification de composés
supports de l’activité

Marcia Leyva Salas

To cite this version:
Marcia Leyva Salas. Cultures antifongiques applicables comme ferments de bioprotection dans les
produits laitiers : sélection, évaluation à l’échelle pilote et identification de composés supports de
l’activité. Microbiologie et Parasitologie. Université de Bretagne occidentale - Brest, 2018. Français.
�NNT : 2018BRES0058�. �tel-02080859�

https://theses.hal.science/tel-02080859
https://hal.archives-ouvertes.fr


1 
 



 

Cette thèse, réalisée en co-encadrement entre le Laboratoire Universitaire de Biodiversité et 

Ecologie Microbienne (LUBEM) de l’Université de Bretagne Occidentale et l’Institut National 

pour la Recherche en Agronomie (INRA) – Sciences et Technologie du Lait et de l’Œuf 

(STLO), s’intègre dans le projet interrégional « Assemblages protéiques multi-fonctionnels 

pour l’innovation en industrie laitière » (PROFIL), cordonné par l’INRA (J. Léonil) et géré par 

l’association Bretagne Biotechnologies Alimentaires (BBA), l’INRA–STLO et le Pôle 

Agronomique Ouest (PAO), avec le soutien financier des régions Bretagne et Pays de la Loire 



 

 

“Only those who will risk going too far can possibly find out how far one can go.”  

― T.S. Eliot 

 



Remerciements 

La thèse de doctorat constitue un travail scientifique au long cours et pour cette raison, il est loin d'être 
un travail solitaire. Ces trois années passées au sein du LUBEM et du STLO m’ont donné l’occasion de 
rencontrer des personnes conviviales, passionnées et passionnantes, qui, à travers les échanges que j’ai 
eus avec elles, ont rendu cette aventure agréable et enrichissante aussi bien au niveau personnel que 
professionnel. Vos contributions, vos précieux conseils et votre soutien au quotidien m’ont permis de 
mener ce projet à bien. À l'issue de cette thèse, je souhaite donc remercier toutes les personnes qui de 
près ou de loin, ont contribué à l'aboutissement de ce travail de trois ans. 
 
Mes premiers remerciements vont aux membres du jury pour avoir accepté d’évaluer mon travail et me 
faire profiter ainsi de leur expertise. 
 
Merci aux régions Bretagne et Pays de la Loire, à l’association BBA, aux industriels investis et 
partenaires académiques pour le financement et le pilotage de ce merveilleux projet PROFIL, et plus 
particulièrement ceux du comité technique de l'axe 1 dont cette thèse fait partie. Merci à Joëlle Léonil 
pour la coordination scientifique et à BBA pour la gestion du projet. Un grand merci à Morgane Raison 
et Stéphan Rouverand pour leur accompagnement et leur implication dans PROFIL. 
 
Mes remerciements les plus sincères à mon directeur de thèse le professeur Emmanuel Coton, également 
directeur du LUBEM, pour m’avoir accueillie au sein du laboratoire. Merci tout particulièrement pour 
avoir dirigé ma thèse avec ton optimisme inconditionnel, ton aide, ta disponibilité et ta bienveillance 
pendant ces trois années. 
 
Je remercie chaleureusement ma co-directrice de thèse, Anne Thierry, merci pour ton énergie et ton 
implication à chaque étape de ce projet. Merci pour l'intérêt que tu as porté à ma vision de ce sujet de 
thèse et pour la rigueur pour m’aider à organiser mes idées. J’ai beaucoup apprécié ton encadrement 
dynamique au quotidien et ta réactivité pendant ces trois années. 
 
D’énormes remerciements pour Jérôme Mounier et Florence Valence, pour leur incroyable gentillesse 
et leur disponibilité. Merci pour tout ce que vous m’avez appris et pour tout le temps que vous m’avez 
consacré. 
 
Merci à vous quatre pour la confiance que vous m’avez accordée en me permettant de travailler sur ce 
projet. Merci pour votre investissement dans l’écriture des articles et dans la correction de mon 
manuscrit. La complémentarité des compétences que vous avez, la motivation... Je n’aurais pas pu avoir 
un meilleur soutien pour ma thèse. Ensemble, vous avez réussi à transmettre une méthode, une vision 
de la science et un état d’esprit qui, je le crois, auront un grand impact sur la scientifique que je serai. 
J’ai pris plaisir à travailler avec vous pendant ces trois années. 
 
Le LUBEM est un laboratoire accueillant et une équipe qui m’a accompagnée dans ce projet. Un grand 
merci à Audrey pour m’avoir guidée à mon arrivée, Monika pour les nombreux conseils prodigués sur 
le fonctionnement de su spectromètre de masse; Franck pour ses conseils sur les champignons ; Jean-
Luc, Adeline, Laurence, Marie-Elisabeth, Flora, Stéphanie, Nolwenn, Gaëtan Le Floch, Karim, Valérie, 
Gaëtan Burgaud et Patrice pour nos échanges ; Stella, Elisabeth, Christophe et Christelle pour m’avoir 
toujours rendu service quand je vous sollicitais ; Marie-Hélène, Marielle, Anne-Cécile et Dominique  



 

pour votre gentillesse. Un travail de thèse c’est aussi beaucoup de temps passé devant un ordinateur… 
et je remercie donc mes colocataires de bureau et les autres doctorants pour lesquels nos chemins se 
sont croisés, Lucille pour avoir partagé ses connaissances du projet PROFIL ; Marie-Caroline, 
Nicolas, Fabienne, Annie, Laura, Guillaume, Marine, Thibaut, Maxence et Vincent pour les échanges ; 
aux post-docs avec qui j’ai pu échanger au cours de ces trois ans, Ricardo et Jose. 

 
Enorme merci au STLO. Je n’oublierai jamais votre accueil, votre bienveillance et vos sourires pendant 
ces trois années. Un merci particulier à Paulette et Jessica pour le soutien logistique, Laurence, Danielle 
et Nathalie pour leur aide administratives et les nombreuses fiches de déplacement Brest-Rennes, Anne 
pour son aide à trouver des publications, Rachel pour m’avoir appris les mind-maps et l'aide 
rédactionnelle, Valérie pour ta disponibilité et tes conseils, Stéphane et Sébastien pour leur expertise en 
statistique, Aurélie pour nos échanges, Christelle pour tes connaissances en globules gras, Marie-
Bernadette ma voisine du bureau rennais pour m’avoir formée et m’aidée à analyser une quantité énorme 
d’échantillons, l’équipe microbiologie pour les diverses échanges et avoir assisté à mes ateliers de 
rédaction, Gilles, Marielle, Manon pour votre expertise et la quantité d’heures passées à la Plateforme 
Lait, Marie-Noelle et Bénédicte pour m’avoir toujours rendu service quand je vous sollicitais. Merci aux 
doctorants Houem, Floriane, Natayme, Omaima, Elma, et Alexia pour nos échanges. 
 
Merci également aux stagiaires qui ont participé à ce projet : Mégane, Mathilde, Marine, Charles, 
Mickaël, Elen et Baptiste, pour votre aide, votre gentillesse et votre bonne humeur quotidienne. 
 
Enfin, un grand merci à celles et ceux qui me sont le plus chers, et qui extérieurs à cette thèse m’ont 
soutenue, aidée et supportée pendant ces trois ans. Au-delà des mots de remerciements que je peux écrire 
ici, sachez que votre présence m’est essentielle. Tout cela ne serait jamais arrivé sans mes parents et 
grands-parents, qui avez su me donner toutes les chances de réussite professionnelle et également 
personnelle, pour les années passées et celles à venir. Merci pour m’avoir donné l’opportunité d’arriver 
jusqu’ici. 
 
Finalmente, muchas gracias a mis seres queridos, que fuera del contexto de la tesis me han apoyado, y 

ayudado antes y durante estos 3 años. Muy aparte de lo que escribo aquí, sepan que su presencia es 

esencial. Todo esto no hubiera jamás sucedido sin mi primer apoyo, mis padres y abuelos, ustedes me 

han dado todas las posibilidades de éxito profesional así como personal. Gracias por tanto amor y la 

oportunidad de llegar aquí. 



Table des matières 

 

Chapitre I. Introduction ......................................................................................................................... 1 
Problématique _____________________________________________________________          2 
Synthèse bibliographique ____________________________________________________          5 

1. Perspectives historiques sur les produits fermentés ......................................................... 5 
1.1. Définition et origine des produits fermentés ________________________________ 5 
1.2. Histoire des produits laitiers fermentés ____________________________________ 7 

2. Diversité des produits laitiers fermentés .......................................................................... 11 
2.1. Production du lait ___________________________________________________ 11 
2.2. Composition du lait __________________________________________________ 12 

a. Eau_______________________________________________________________ 12 
b. Matière grasse ______________________________________________________ 13 
c. Protéines laitières ___________________________________________________ 14 
d. Lactose ___________________________________________________________ 19 
e. Les minéraux _______________________________________________________ 19 

2.3. Types de produits laitiers fermentés _____________________________________ 20 
a. Laits fermentés _____________________________________________________ 20 
b. Fromage ___________________________________________________________ 23 

3. Microbiologie des produits laitiers fermentés ................................................................. 25 
3.1. Le microbiote du lait comme source de ferments ___________________________ 25 
3.2. Complémentarité des méthodes de caractérisation du microbiote du lait _________ 26 
3.3. Grands groupes de micro-organismes et leur contribution ____________________ 27 

a. Micro-organismes ensemencés _________________________________________ 28 
b. Micro-organismes non-ensemencées ____________________________________ 30 

4. Bactéries lactiques des produits laitiers ........................................................................... 32 
4.1. Définition et taxonomie des bactéries lactiques ____________________________ 32 
4.2. Ecologie des bactéries lactiques ________________________________________ 35 
4.3. Classification des bactéries lactiques selon leur métabolisme des glucides _______ 36 
4.4. Fermentation des sources de carbone du lait _______________________________ 39 
4.5. Conversion des constituants du lait ______________________________________ 39 
4.6. Propriétés technologiques des bactéries lactiques ___________________________ 42 

a. Acidification _______________________________________________________ 42 
b. Production de composés d’arômes ______________________________________ 43 
c. Production d’exopolysaccharides _______________________________________ 43 
d. Innocuité des bactéries lactiques ________________________________________ 44 

5. Contrôle des contaminations fongiques ........................................................................... 46 
5.1. Contaminations fongiques des produit laitiers _____________________________ 46 
5.2. Bioprotection par des bactéries lactiques _________________________________ 47 
5.3. Bactéries lactiques bioprotectrices : applications et mécanismes d’action ________ 49 

Objectifs de la thèse ________________________________________________________        90 

Chapitre II. Résultats ........................................................................................................................... 94 
Partie 1. Développement de cultures antifongiques pour  
la bioprotection des produits laitiers ___________________________________________      95 
Annexes I _________________________________________________________________      124 
Annexes II ________________________________________________________________      128 
Annexes III _______________________________________________________________      135 
Parti 2. Identification des composés antifongiques supports _______________________      142 

Chapitre III. Discussion générale et perspectives de travail ............................................................. 181 
Références ________________________________________________________________      202 
Valorisation de la thèse ______________________________________________________      221 

  



 

Tableaux 

Tableau 1. Composition en acides gras de la matière grasse du lait de vache (adapté de Kailasapathy, 

2015)...................................................................................................................................................... 14 

Tableau 2. Caractéristiques des caséines du lait (adapté de Kailasapathy, 2015) ................................ 15 

Tableau 3. Principales différences entre les propriétés physiques et chimiques des caséines et  celles 

des protéines sériques (adapté de Chandan and Kilara, 2013) .............................................................. 18 

Tableau 4. Types de laits fermentés, produits et micro-organismes associés à la fermentation (adapté 

de Macori and Cotter, 2018).................................................................................................................. 21 

Tableau 5. Types de fromages et micro-organismes associés (d’après Desmasures et al., 2015; Fox et 

al., 2016 et www.produits-laitiers.com) ................................................................................................ 24 

Tableau 6. Classification des micro-organismes du fromage selon leur rôle principal dans les produits 

laitiers fermentés ................................................................................................................................... 27 

Tableau 7. Taxonomie actuelle des bactéries lactiques de l'ordre des Lactobacillales dans la branche 

Clostridium (adapté de König and Fröhlich, 2017) ............................................................................... 34 

Tableau 8. Classification des bactéries lactiques selon leur métabolisme (adapté de Collins et al., 1991; 

Felis and Dellaglio, 2007; Wood and Holzapfel, 1995) ........................................................................ 38 

Tableau 9. Bactéries lactiques bioprotectrices ajoutées en tant que ferment additionnel à activité 

antifongique dans des produits laitiers (données de la littérature sur la période 2014-2018) ............... 88 

  



Figures 

Figure 1. Types de produits fermentés (adapté de Steinkraus, 1997) ..................................................... 6 

Figure 2. Développement des produits laitiers au cours de l'histoire ..................................................... 8 

Figure 3. Utilisation du total du lait de vache collecté pour la fabrication de produits laitiers en 2016, 

France (adapté de CNIEL, 2017) .......................................................................................................... 11 

Figure 4. Composition du lait (adapté de Kailasapathy, 2015) ............................................................ 12 

Figure 5. Représentation schématique de la micelle de caséines (tiré de Dalgleish, 2011) ................. 16 

Figure 6. Proportions moyennes (% des protéines totales) des principales protéines du lait de vache au 

printemps (mars-mai) (adapté de Gellrich et al., 2014) ......................................................................... 18 

Figure 7. Concentrations des minéraux majeurs et du citrate dans le lait de vache (adapté de Chandan 

and Kilara, 2013) ................................................................................................................................... 19 

Figure 8. Arbre phylogénétique représentant la relation entre les familles de l'ordre des Lactobacillales 

basé sur la séquence du gène de l'ARNr 16S. (tiré de Felis et al., 2015) .............................................. 33 

Figure 9. Evolution du mode de vie des lactobacilles (adapté de Duar et al 2017) .............................. 35 

Figure 10. Voies homofermentaire et hétérofermentaire de la dégradation des glucides par les bactéries 

lactiques (adapté de Wee et al., 2006). .................................................................................................. 37 

Figure 11. Voies métaboliques conduisant à la formation des principaux composés d’arômes par les 

bactéries lactiques homofermentaires et hétérofermentaires dans les produits laitiers fermentés. (adapté 

de Atlan et al., 2008; Thierry et al., 2015) ............................................................................................ 40 

Figure 12. Schéma du contenu de l’Article 1: ‘Antifungal Microbial Agents for Food Biopreservation—

A Review’. .............................................................................................................................................. 50 

Figure 13. Diagramme représentant les interactions possibles entre les produits laitiers fermentés, les 

contaminants fongiques et les cultures antifongiques en tant que ferments additionnels dans un contexte 

de bioprotection. .................................................................................................................................... 87 

Figure 14. Récapitulatif du contenu de la synthèse bibliographique du Chapitre I et des différentes 

étapes des travaux de thèse présentés en 2 parties dans le Chapitre II.  . .............................................. 93 

Figure 15. Photos des fromages à pâte pressée. ................................................................................. 125 

Figure 16. Photos des fromages à pâte pressée. ................................................................................. 126 

Figure 17. Représentation des différences entre deux fabrications de fromages par analyse en 

composantes principales (ACP) :. ....................................................................................................... 127 

Figure 18. Diagramme représentant les interactions possibles entre les cultures antifongiques en tant 

que ferments additionnels producteurs des composés antifongiques, les cibles fongiques et les produits 

laitiers fermentés dans un contexte de bioprotection. Les aspects étudiés dans cette thèse sont indiqués 

en noir et en gras. ................................................................................................................................ 183 



 

Abréviations 

ACP :   Analyse en composantes principales 

AD:   Analyse discriminante 

AF :   Antifongique  
aw :   Activité de l'eau 

BBA :   Bretagne Biotechnologie Agroalimentaire  
CE :   Commission Européenne 

CEE :   Communauté Economique Européenne  
CIRM-BIA : Centre International de Ressources Microbiennes – Bactéries d’Intérêt 
 Alimentaire  
CMI :   Concentration minimale inhibitrice  
CNIEL :  Centre National Interprofessionnel de l’Économie Laitière  
CO2 :   Dioxyde de carbone  

DLC :   Date Limite de Consommation  

EFFCA:  European Food and Feed Culture Association  

EFSA:  European Food Safety Authority  

FAO:   Food and Agricultural Organization  

FIL :   Fédération Internationale de Laiterie 

GC:   Gas Chromatography (Chromatographie en phase gazeuse)  
GC-MS: Gas Chromatography-Mass Spectrometry (Chromatographie en phase 
  gazeuse couplée à la spectrométrie de masse)  
GRAS:  Generally Recognize As Safe  

HACCP:  Hazard Analysis Critical Control Point  

HPLC:  High Performance Liquid Chromatography  
INRA :  Institut National de la Recherche Agronomique  
ITS:   Internal Transcribed Spacer (espaceur interne transcrit)  
LAB :   Bactéries lactiques (Lactic acid Bacteria) 

PAB :   Bactéries propioniques (Propionic acid bacteria) 

LC-qToF:  Liquid Chromatography-Quadrupole-Time of Flight-Mass Spectrometry 

LUBEM :  Laboratoire Universitaire de Biodiversité et Ecologie Microbienne  

MFGM :  Milk fat globule membrane (membrane du globule gras du lait) 
OMS :  Organisation Mondiale de la Santé  

PCR :   Polymerase Chain Reaction  

PROFIL :  Assemblages PROtéiques multi-Fonctionnels pour l’Innovation en  
  Industrie Laitière  
QPS :   Qualified Presumption of Safety  

STLO :  Sciences et Technologies du Lait et de l’Œuf  
UBOCC :  Université de Bretagne Occidentale Culture Collection  
UE :   Union Européenne  





 

Chapitre I. Introduction 



2 
 

Problématique 

Les produits laitiers, qui existent depuis des millénaires, sont consommés à travers le monde 

entier pour leurs qualités gustatives et nutritionnelles. En France, l’industrie laitière génère un 

chiffre d'affaires de 29,8 milliards d’euros, la plaçant en deuxième position du secteur 

agroalimentaire, après la filière viande, avec une consommation de produits laitiers parmi les 

plus fortes au monde (environ 27,2 kg/habitant/an de fromages en 2016) mais également une 

activité exportatrice en forte expansion (CNIEL, 2018). Les enjeux économiques associés à ces 

produits se situent donc à l’échelle nationale et mondiale. 

Les produits laitiers sont sensibles aux contaminations fongiques, et ce malgré les mesures 

prises pour assurer leur qualité microbiologique : respect de bonnes pratiques d'hygiène et 

d’autres moyens de prévention et de contrôle (système Hazard Analysis Critical Control Point 

(HACCP), filtration de l’air, traitements thermiques etc.). Ces contaminations fongiques 

peuvent engendrer une détérioration importante des propriétés organoleptiques des produits 

(aspect visuel, texture, arômes), entraînant des retraits de lots et un rejet de la part des 

consommateurs. Ces contaminations peuvent en outre limiter leur durée de vie, et par 

conséquent les capacités d’exportation. Ainsi, ces contaminations génèrent des pertes 

économiques aussi bien au niveau industriel qu’au niveau du consommateur et sont 

responsables de gaspillage alimentaire. Plus précisément, on estime que chaque année, 1,3 

milliard de tonnes d’aliments sont perdues ou gaspillées, dont 20% de produits laitiers (Lyons 

et al., 2015). 

Pour éviter le développement des contaminants fongiques et augmenter la durée de vie des 

produits laitiers, différents conservateurs chimiques sont utilisés, tels que les acides lactique, 

benzoïque, acétique, propionique, sorbique et leur sels, mais aussi certains esters d’acide gras 

(monolaurine) ou composés phénoliques (Doyle and Buchanan, 2013; Gould, 1996). Leur 

utilisation (molécules autorisées, dose, type de produit alimentaire) est règlementée par le 

règlement de l’Union Européenne (UE) n°1129/2011.  

Cependant, il existe actuellement une forte demande sociétale, soutenue par les autorités 

publiques, pour des aliments sans conservateurs chimiques et moins transformés, ce qui a 

conduit à des initiatives comme le « clean label », appellation qui se rapporte principalement à 

l’emploi de mots clairs et courants sur les emballages et à la réduction du nombre d’ingrédients, 

dont les additifs, dans les produits. D’autre part, la législation européenne (Directives 



3 
 

89/107/Communauté Économique Européenne [CEE] et 95/2/Conformité Européenne [CE]) 

tend à réduire l’utilisation des additifs chimiques en raison de la nocivité potentielle associée à 

la consommation de certains d’entre eux, tels que les benzoates de sodium (E211), potassium 

(E212) et calcium (E213) (Silva and Lidon, 2016). De plus, il faut noter que des fréquences de 

mutation élevées de micro-organismes cibles ont été signalées lors de l'utilisation d'agents 

antifongiques communs, ce qui entraîne une résistance accrue (Brul and Coote, 1999; Piper, 

2011; Wang et al., 2012). Un exemple est l’utilisation de la natamycine (E235), un antibiotique 

antifongique produit par Streptomyces natalensis, autorisé dans certains fromages (Stark and 

Tan, 2003). Certaines cibles fongiques peuvent développer des résistances à ce conservateur 

(Streekstra et al., 2016).  

Dans ce contexte, l'utilisation d'alternatives naturelles comme la bioprotection suscite un grand 

intérêt pour améliorer la stabilité microbiologique de ces aliments ou remplacer les méthodes 

existantes comme l’utilisation de conservateurs chimiques. La bioprotection, définie par Stiles 

(1996), est un moyen d’étendre la durée de vie des aliments grâce à l’utilisation de micro-

organismes et/ou de leurs métabolites antimicrobiens. Depuis quelques années, le potentiel 

antifongique de nombreuses souches de bactéries lactiques et propioniques a été mis en 

évidence, révélant toute l’étendue des capacités inhibitrices de ces micro-organismes (Bai and 

Li, 2014; Crowley et al., 2013a; Fernandez et al., 2017; Leyva Salas et al., 2017). La production 

de composés antifongiques et la diminution du pH sont les principaux facteurs contribuant à 

l'activité antifongique des bactéries lactiques et propioniques dans les aliments. Les composés 

antifongiques incluent des acides organiques, des acides gras libres, des composés volatils, des 

dipeptides cycliques et d’autres composés de nature protéique. Ces bactéries produisent 

respectivement de l’acide lactique pour les bactéries lactiques et des acides propionique et 

acétique pour les bactéries propioniques comme principaux produits finaux de fermentation. 

Au-delà de ces acides majoritaires, différents composés produits par ces bactéries au cours de 

la fermentation peuvent agir en synergie pour inhiber les contaminants fongiques. La 

multiplicité et la variété des composés antifongiques produits par les bactéries lactiques ou 

propioniques rendent difficile leur identification et leur quantification exhaustive, ainsi que 

l’évaluation de leur contribution à l’activité antifongique. Les composés produits par les 

bactéries lactiques et propioniques in situ dans des aliments comme les produits laitiers sont 

moins étudiés qu’en milieu synthétique. En conclusion, les bactéries lactiques et propioniques 

représentent un potentiel d’intérêt pour la bioprotection des produits laitiers, et les molécules 
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impliquées et leur contribution respective dans leur activité antifongique reste largement à 

élucider.  

Ce travail de thèse se situe donc dans un contexte de bioprotection des produits laitiers. Il fait 

partie intégrante du projet PROFIL « Assemblage protéique multi-fonctionnels pour 

l’innovation en industrie laitière ». Ce projet interrégional a pour objectif principal d’exploiter 

les propriétés multifonctionnelles des protéines laitières afin de créer des produits laitiers sans 

additifs répondant ainsi aux attentes intrinsèques de naturalité des consommateurs et à de 

nouveaux usages. Les propriétés technologiques ciblées du projet PROFIL sont divisées en 4 

grands axes concernant i) les propriétés antifongiques, axe dans lequel s’insère cette thèse, ii) 

les propriétés émulsifiantes, iii) les propriétés texturantes et iv) les propriétés de vectorisation 

et d’encapsulation.  

La finalité de l’axe « propriétés antifongiques » est le remplacement des conservateurs 

chimiques utilisés dans l’industrie laitière par des ingrédients fonctionnalisés issus du lait, ceci 

afin de tendre vers des formulations 100 % laitières. Les micro-organismes étant capables de 

produire naturellement des composés antifongiques, il s'agit ici de les exploiter, soit comme 

agents de bioprotection directe c’est-à-dire les utiliser en tant que ferments, soit de façon 

indirecte (e.g. utilisation du milieu de culture après fermentation, contenant les cellules, appelé 

« fermentats » laitiers). Ce travail de thèse présenté ci-après s’inscrit dans la première option, à 

savoir développer des cultures bioprotectrices antifongiques utilisables dans une variété de 

matrices laitières fermentées. 
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Synthèse bibliographique 

1. Perspectives historiques sur les produits fermentés 

1.1.  Définition et origine des produits fermentés  

Les aliments fermentés sont définis comme les aliments dont la production inclut une croissance 

microbienne contrôlée et des conversions enzymatiques des composants majeurs et mineurs de 

l’aliment (Marco et al., 2017). La fermentation est un processus qui a été utilisé par l’Homme 

depuis des millénaires. Elle joue un rôle essentiel dans la conservation des aliments, ainsi que 

dans l'amélioration des caractéristiques organoleptiques (flaveur, texture, couleur) et 

nutritionnelles des aliments.  

La fermentation des aliments, via l'activité de micro-organismes, entraîne une transformation 

des constituants complexes en composés plus simples, dont beaucoup peuvent posséder des 

propriétés bioactives. Ces propriétés contribuent à assurer la sécurité sanitaire, une durée de vie 

étendue, des attributs organoleptiques renforcés et à diversifier les produits alimentaires (Sahu 

and Panda, 2018). De plus, ces dernières années, il y a un intérêt accru pour les aliments 

fermentés du point de vue de la nutrition et de la santé. Lorsque les humains ont évolué sur 

Terre, ils ont appris à éviter les aliments altérés par des micro-organismes quand leur ingestion 

causait des maladies ou la mort ou bien simplement du fait de leur odeur désagréable. 

Cependant, si la colonisation de l’aliment par les micro-organismes apportait des arômes, des 

saveurs et des textures attrayants, les humains ont appris à apprécier et à rechercher de tels 

aliments. Ce fut le début des aliments fermentés, y compris le lait fermenté, le fromage, le vin, 

la bière, le vinaigre, les produits lacto-fermentés en général et des centaines d'autres aliments 

fermentés consommés aujourd'hui (Hui et al., 2004).  

Les aliments fermentés peuvent être classés en sept types (Steinkraus, 1997), illustrés par la 

Figure 1. La grande diversité des fermentations est directement liée à la grande variété de 

matières premières, de leur composition, de leurs caractéristiques physico-chimiques et des 

micro-organismes impliqués. Les micro-organismes impliqués dans la fermentation des 

aliments correspondent à des bactéries, des levures et des champignons filamenteux 

(uniquement en aérobiose). À ce titre, il existe quatre principaux types de fermentation des 

aliments sur la base des principaux micro-organismes responsables : la fermentation 
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bactérienne, la fermentation levurienne, la fermentation fongique et la fermentation en culture 

mixte (Hui and Evranuz, 2012). Les fermentations acides sont parmi les fermentations les plus 

anciennes et les plus importantes au monde : elles ont permis à l'espèce humaine de prospérer 

et elles restent importantes dans notre régime alimentaire aujourd'hui. 

Les matières premières fermentées principales comprennent le lait, les fruits, les légumes et la 

viande. Les produits laitiers sont les aliments fermentés les plus nombreux car ils sont 

consommés par 6 milliards de personnes dans le monde et fournissent 6 à 7% des protéines 

alimentaires en Asie et en Afrique et 19% en Europe (Sahu and Panda, 2018). 

Initialement, la fermentation ne reposait que sur l'activité des micro-organismes naturellement 

présents dans les aliments crus, à la surface des récipients utilisés pour stocker ou transformer 

les aliments, ou bien par un procédé connu sous le terme de back-slopping. Le back-slopping 

consiste en l’utilisation d’une partie de la matière provenant d'une fermentation précédente pour 

inoculer un substrat frais (Zannini et al., 2016). Au siècle dernier, de façon concomitante avec 

la production à plus grande échelle d'aliments fermentés, l'utilisation de ferments a remplacé de 

plus en plus le back-slopping.  

 

Figure 1. Types de produits fermentés (adapté de Steinkraus, 1997) 

Fermentation de 
mélanges de végétaux, 

légumineuses et 
céréales 

Ex. tempeh

Fermentations à forte 
teneur en sel, acides 
aminés et peptides

Ex. sauce soja

Fermentation lactique 
Ex. choucroute, 
fromage, yaourt

Fermentation 
alcoolique 

Ex. vin

Fermentation acétique 
Ex. vinaigre de cidre

Fermentations 
alcalines 

Ex. nattô japonais 
(haricots de soja)

Pains au levain
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1.2.  Histoire des produits laitiers fermentés 

Le développement de la consommation de produits laitiers a été une étape critique dans le 

développement de l’agriculture. Les produits laitiers ont été rapidement adoptés comme 

composantes majeures de l'alimentation des derniers chasseurs-cueilleurs et des premiers 

agriculteurs de la préhistoire. La transformation du lait, en fromage par exemple, permettait non 

seulement de conserver le lait sous une forme moins périssable et plus facilement transportable, 

mais elle le rendait aussi, du fait d’une teneur réduite en lactose, plus facile à digérer pour la 

population à l’époque majoritairement intolérante au lactose et engendrait l’apparition de 

caractéristiques organoleptiques d’intérêt (Burger et al., 2007; Salque et al., 2012).  

Des données historiques montrent l’évolution de la production et de la consommation des 

produits laitiers fermentés au cours du temps (Figure 2). Ainsi, des résidus organiques 

conservés dans des récipients en poterie ont fourni des preuves directes de l'utilisation précoce 

du lait au Néolithique au Proche-Orient et en Europe du sud-est, en Afrique du Nord, au 

Danemark et dans les îles britanniques (Vigne and Helrmer, 2007). La découverte de résidus de 

lait abondants dans des vases en poterie provenant des sites du 7ème millénaire au nord-ouest de 

l'Anatolie a fourni les premières preuves du traitement du lait, bien que la pratique exacte n'ait 

pu être explicitement définie (Salque et al., 2012).  

L’origine exacte des laits fermentés est difficile à établir, mais il est raisonnable de supposer 

qu'elle pourrait remonter à plus de 10 000 ans alors que le mode de vie des humains passait de 

la récolte d'aliments à la production d'aliments (Pederson, 1971). Ce changement comprenait 

également la domestication de certains mammifères tels que vache, brebis, chèvre, bufflonne, 

jument et chamelle; et il est fort probable que la transition ait eu lieu à différentes dates dans 

différents pays. Cependant, des preuves archéologiques concernant certaines civilisations 

(Sumériens, Babyloniens, Egypte ancienne et Indiens) suggèrent qu’elles étaient bien avancées 

dans l’agriculture et dans la production de laits fermentés. Il est probable que l’origine 

géographique de ces produits ait été le Moyen-Orient et les Balkans, et l’évolution des laits 

fermentés à travers les âges pourrait être attribuée aux compétences culinaires des habitants de 

ces régions (Tamime, 2002). 
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Figure 2. Développement des produits laitiers au cours de l'histoire 
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Concernant le fromage, il y a des preuves directes issues d’études protéomiques de la 

production d'un fromage de kéfir, probablement fabriqué à partir de lait écrémé de ruminant. 

C’est le témoignage le plus ancien qui a été trouvé, associé aux momies du cimetière de Xiaohe 

(1980-1450 avant J.-C.) au Xinjiang, en Chine. La production du kéfir par fermentation du lait 

par une culture symbiotique de Lactobacillus kefiranofaciens et d'autres bactéries lactiques et 

de levures était à la base de produits laitiers robustes, évolutifs, contenant des micro-organismes 

bénéfiques et sans lactose. Cette avancée technologique a induit des avantages économiques à 

un élevage extensif dans la population de l'Eurasie de l'Est déjà au début de l'âge du bronze 

(environ le 3ème millénaire avant J.-C) (Yang et al., 2014). Le XVe siècle av. J.-C. est marqué 

par la naissance des premiers fromages en Mésopotamie et en Inde avant leur développement 

dans le reste du monde (McSweeney et al., 2017). Des analyses protéomiques sur un échantillon 

archéologique trouvé dans un tombeau égyptien datant du le XIIIe siècle av. J.-C ont montré 

des traces d’un fromage obtenu par mélange de lait de brebis / chèvre et de vache (Greco et al., 

2018). Ensuite, c’est au 1er millénaire av. J.-C que les fromages de lait de chèvre et de brebis 

sont devenus des aliments quotidiens en Europe, aussi bien dans la Rome antique qu'en Grèce. 

C’est au Moyen-Âge que le savoir-faire fromager a été diffusé dans toute l’Europe. A cette 

époque, les monastères ont maitrisé la production d’une diversité de produits laitiers notamment 

les fromages, jouant un rôle important dans l’essor de ces produits (McSweeney et al., 2017). 

L’influence monastique sur la diversité et la qualité des fromages a donc été déterminante pour 

le développement de ces produits et c’est en Europe, et plus particulièrement en France que les 

moines mirent au point des recettes variées et commencèrent à composer ce qui deviendra, avec 

plus de 1200 variétés de fromages, le « plus grand plateau de fromages » du monde (CNIEL, 

2018). Les déplacements des moines d’un monastère à un autre ont également contribué à 

disséminer les différentes variétés de fromage et probablement aussi à la création de nouvelles 

variétés hybrides (McSweeney et al., 2017). 

C’est à partir du XVe siècle que les paysans se sont mis à fabriquer du fromage pour conserver 

leur lait le plus longtemps possible et ainsi résister à la famine qui gagnait les campagnes. C’est 

seulement à partir du XVIIIe siècle que les paysans commencèrent à exporter leur fromage dans 

les villes en mettant au point des recettes pour optimiser la conservation et faciliter le transport. 

Enfin, l’ultime étape dans l’expansion du savoir-faire fromager à travers le monde est marquée 

par l’apport des compétences et connaissances des européens en matière de production 

fromagère lors de la colonisation de l’Afrique, de l’Océanie et des Amériques. 
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Finalement, pour tous les produits laitiers fermentés, la sécurisation des procédés de fabrication, 

grâce à la pasteurisation et à l’utilisation de ferment acidifiants, a permis le transport des 

produits laitiers fermentés sur de longues distances. De plus, les connaissances sur la biochimie 

et la microbiologie des produits laitiers se sont renforcées et ont permis de mettre en place des 

règlementations, notamment des normes d’hygiène, qui ont pour but de protéger le 

consommateur. Dans les années 1970, le ‘cracking’ du lait, c’est-à-dire la séparation des 

différents éléments qui le constituent, a permis à l'industrie laitière d'innover en créant de 

nouveaux produits. Au début du XXIe siècle, la Chine commence, elle aussi, à produire et 

consommer des produits laitiers fermentés (McSweeney et al., 2017). 

Aujourd’hui, les produits laitiers sont des produits d’importance économique majeure dans 

certains pays tels que les États-Unis ou la France, qui ont produit respectivement plus de 7 et 

près de 3 millions de tonnes de produits laitiers (fromages, beurres et lait en poudre) en 2014 

(IDF, 2017). La production mondiale de lait a été de 826 milliards de litres en 2016 et devrait 

augmenter de 177 milliards de litres d'ici 2025 (CNIEL, 2018; FAO, 2016). Au cours de la 

même période, la consommation de produits laitiers par habitant devrait augmenter de 0,8% et 

de 1,7% par an dans les pays en développement, et de 0,5% à 1,1% dans les économies 

développées (FAO, 2016). Ainsi, les produits laitiers fermentés sont consommés à travers le 

monde entier et font l'objet d'intenses recherches, portant notamment sur leur diversité 

microbienne, leurs bienfaits pour la santé mais aussi sur leur qualité et leur sécurité.  
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2. Diversité des produits laitiers fermentés 

Le lait entre dans la catégorie des produits laitiers et peut être consommé sous différentes 

formes (e.g. entier, demi-écrémé, écrémé, concentré). Mais le lait est également la matière 

première à l’origine de nombreux produits laitiers fermentés. En effet, le lait a une certaine 

plasticité de composition, en lien avec le patrimoine génétique des animaux (races) et en lien 

avec leur alimentation (Lortal and Boudier, 2011). Le lait cru contient également un microbiote 

naturel (Delavenne et al., 2012) ainsi que des enzymes natives (Fox et al., 2016). Ainsi, la 

fabrication des produits laitiers commence avec la sélection du lait. Parmi les produits laitiers 

fermentés on distingue deux groupes principaux : les laits fermentés comme la crème fraîche et 

le yaourt ; et les fromages. Chaque type de produit présente un schéma technologique différent 

et un microbiote particulier.  

2.1.  Production du lait 

Parmi les différents types de laits produits en 2016, la production de lait de vache correspondait 

à 82% du total de la production mondiale, suivi par celles de lait de bufflonne (14%), de chèvre 

(2%), de brebis (1%) et d’autres mammifères (1%) (CNIEL, 2018). Sur la collecte totale de lait 

de vache en 2016, en France, 15% de la production du lait de vache est utilisée pour la 

fabrication de laits fermentés, crème fraîche et fromages (Figure 3) (CNIEL, 2017).  

 

 

Figure 3. Utilisation du total du lait de vache collecté pour la fabrication de produits 

laitiers en 2016, France (adapté de CNIEL, 2017) 
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2.2.  Composition du lait 

La composition chimique du lait et son comportement physico-chimique fournissent des bases 

scientifiques pour comprendre les bases de la transformation du lait et la fabrication de produits 

laitiers. La composition du lait est généralement décrite en fonction de ses constituants 

commercialement importants, matière grasse du lait et matière sèche non grasse. La fraction de 

matière sèche non grasse se compose de protéines, de lactose et de minéraux (Kailasapathy, 

2015) et constitue donc, avec l'eau et la matière grasse, les principaux constituants du lait. 

Comme illustré dans la Figure 4, le lait de vache entier cru contient 86,6% d’eau, 4,6% de 

matières grasses, 3,4% de protéines (2,8% de caséine et 0,6% de protéines sériques), 4,9% de 

lactose et 0,5% de minéraux (i.e. Ca, P, K, Cl, Mg et Na) (Kailasapathy, 2015). 

 

Figure 4. Composition du lait (adapté de Kailasapathy, 2015) 

a. Eau 

Parmi les principaux constituants, l'eau est le milieu dans lequel tous les autres composants du 

lait sont dissous ou en suspension. Dans les produits laitiers (beurre, fromage, lait en poudre), 

on trouve l’eau sous forme d’eau libre mais également l’eau sous forme d'eau chimiquement 

liée, comme l’eau d’hydratation des protéines, et du lactose cristallisé (McSweeney and Fox, 

2009). L'eau influence surtout la texture, et les propriétés physiques et mécaniques des aliments. 

La conservation d’un produit sur le plan microbien est contrôlée par l'eau librement disponible. 

Cette partie est appelée activité de l'eau (aw), qui représente la partie libre de l'eau disponible 

dans un matériau hygroscopique. Pour simplifier, l'activité de l'eau peut être définie comme le 

rapport entre la pression de vapeur d'eau à la surface de l'aliment et la pression de vapeur de 

l'eau pure à la même température. Les aliments riches en humidité ont une aw de 0,9 à 1,0 ; les 
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aliments semi-hydratés de 0,6 à 0,8 et les aliments secs de 0 à 0,5. Les bactéries ont besoin 

d'une aw> 0,85 pour leur croissance et leur métabolisme; certaines levures et moisissures 

nécessitent une aw > 0,75. Les réactions enzymatiques sont ralenties avec une aw < 0,8, mais 

peuvent toujours avoir lieu à une aw = 0,3. L'aw optimale pour les réactions chimiques (réactions 

non enzymatiques ou réaction de Maillard) est de 0,6 - 0,7; pour l'oxydation des graisses une 

aw >0,3 est nécessaire (Shah and Ravula, 2000). 

b. Matière grasse 

La matière grasse du lait varie selon l’espèce et la race de l'animal, le stade de lactation, 

l'alimentation et les facteurs environnementaux (Brisson and Singh, 2013). La matière grasse 

du lait est constituée principalement de triglycérides d'acides gras; dans le lait de vache, ils 

constituent 95-96% de la matière grasse (30,7 g /L), les autres composants de la matière grasse 

étant les diglycérides (0,72 g/L), les monoglycérides (0,03 g/L), les acides gras libres (AGL) 

(0,09 g/L), les phospholipides (0,36 g/L) et le cholestérol (0,06 g/L) (Kailasapathy, 2015). La 

composition en acides gras du lait de vache est décrite dans le Tableau 1. 

La matière grasse du lait est sécrétée sous forme d’une émulsion de gouttelettes lipidiques 

appelés « globules gras » de taille allant de 0,1 à 15 µm. Ces globules gras sont entourées d'une 

membrane composée de bicouches lipidiques et de protéines. La membrane du globule gras 

(MFGM de l’anglais milk fat globule membrane) provient de la membrane plasmique des 

cellules sécrétoires de la glande mammaire par extrusion de gouttelettes lipidiques de la cellule 

(Kanno, 1990; Mather and Keenan, 1998). Comme chaque globule gras dans le lait a sa propre 

MFGM, les globules gras sont présents dans le lait sous une forme dispersée. Ce n'est qu'après 

la destruction de la structure de la membrane, par exemple, par une force mécanique telle que 

le barattage ou même le cisaillement lors d’opérations de pompage, que les globules gras 

s'agrègent et forment ensuite de gros amas de graisse. La MFGM du lait est composée de 

protéines et de lipides dans un rapport pondéral de 1:1 (Kanno, 1990). Beaucoup de ces 

protéines sont des glycoprotéines (Spitsberg, 2005).  

La membrane des globules gras est importante pour empêcher la graisse de se séparer sous 

forme d'huile libre. Elle protège les lipides contre une abrasion physique pendant la 

manipulation et la transformation du lait , ainsi que de l'action de la lipase du lait, enzyme qui 

contribue au développement du rancissement (Kailasapathy, 2015).  
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Tableau 1. Composition en acides gras de la matière grasse du lait de vache (adapté de 

Kailasapathy, 2015) 

Acide gras Nom commun Proportion (%) 

C4:0 acide butyrique 3,3 

C6:0 acide caproïque 2,3 

C8:0 acide caprylique 1,2 

C10:0 acide caprique  2,8 

C12:0 acide laurique  3,4 

C14:0 acide myristique  11,4 

C14:1 acide myristoléique  2,6 

C16:0 acide palmitique  29,5 

C16:1 acide palmitoléique  3,3 

C18:0 acide stéarique  9,8 

C18:1 acide oléique  27,4 

C18:2 acide linoléique  2,7 

C18:3 acide linoléique  0,6 

 

La matière grasse confère richesse et onctuosité aux produits laitiers gras. Elle est plutôt fade 

mais contribue indirectement à l’arôme des produits laitiers fermentés. Premièrement, la 

matière grasse est un réservoir d’arôme, car la plupart des composés d’arômes sont liposolubles. 

Deuxièmement, la proportion et la structure de la matière grasse peuvent affecter la rhéologie 

du produit et donc sa dispersion en bouche. En conséquence, la matière grasse peut impacter la 

dispersion des composés d’arôme et leur perception (Thierry et al., 2017). 

c. Protéines laitières  

Les principales protéines du lait sont classées en caséines et protéines du lactosérum, ou 

protéines sériques. Ces protéines confèrent leur texture caractéristique aux produits laitiers et 

participent au développement des micro-organismes tels que les bactéries lactiques.  

 Caséines  

Les caséines, représentent 80% des protéines du lait (soit ~25 g/L lait), et sont présentes sous 

forme d’une structure supramoléculaire, les micelles de caséines, associant les caséines (93 %) 

et des minéraux (7%, contenant calcium, phosphore et magnésium principalement). Ces 

micelles sont constituées de quatre caséines : caséine αs1, caséine αs2, caséine β et caséine-κ, 

représentant respectivement 38%, 10%, 36% et 13% du total des caséines. Elles sont 

phosphorylées suite à des modifications post-traductionnelles au niveau des résidus sérines 
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(phosphosérine, PSer, Tableau 2), ce qui leur permet d’interagir avec le calcium pour former 

les micelles. Elles possèdent des zones alternées hydrophiles et hydrophobes qui leur permettent 

de s’auto-associer. De plus la caséine κ est glycosylée au niveau de sa partie N-terminale, ce 

qui permet de stabiliser les autres caséines notamment en présence de calcium (Dalgleish, 2011; 

Kailasapathy, 2015). Seules les caséines αs2 et κ possèdent des ponts disulfures. Les micelles 

de caséines sont très stables à la chaleur, supportant des températures supérieures à 140 °C. 

Leur hydrophobicité est due à leur teneur élevée d'acides aminés hydrophobes, notamment 

valine, leucine, isoleucine, phénylalanine et proline (35% à 45%). Les caséines ont des 

caractéristiques différentes les unes des autres comme résumé dans le Tableau 2 (Kailasapathy, 

2015). 

Tableau 2. Caractéristiques des caséines du lait (adapté de Kailasapathy, 2015) 

Caséines Acide aminés KDa Caractéristiques 

caséine αS1 199 23,6 
la charge la plus élevée de toutes les molécules 
de caséine, 7-9 PSer 

caséine αS2 207 25,4 la moins hydrophobe, 11-13 PSer 

caséine β  209 25 la plus hydrophobe, 5 PSer 

caséine-κ  1169 19 

contient à la fois des résidus glycosylés et 
phosphorylés, et peut exister sous forme de 
dimère jusqu'à décamère du fait de la présence 
de cystéine, 1-2 PSer 

 

Concernant la structure de la micelle de caséines, la micelle est hautement hydratée, avec 3 à 

4 g d'eau par gramme de protéine et elle a une structure fortement poreuse, comme 

une « éponge ». La caséine β est la plus mobile des caséines grâce à ses propriétés amphiphiles 

et tensioactives. La structure interne de la micelle est un système constitué de canaux d’eau et 

de brins de caséines en interaction avec des nanoclusters de phosphate, schématisé dans la 

Figure 5 (Dalgleish, 2011).  
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Figure 5. Représentation schématique de la micelle de caséines, incorporant des 

nanoclusters de phosphate de calcium (en gris) avec leurs caséines attachées (en rouge) et 

la caséine-κ en surface (en vert). La caséine β mobile liée de manière hydrophobe est 
indiquée en bleu dans les canaux d’eau à l’intérieur de la micelle. Les tailles relatives des 

composants individuels ne sont pas à l'échelle (tiré de Dalgleish, 2011) 

La micelle de caséines est sensible aux changements de charge entrainés notamment par des 

variations de pH, qui influencent fortement les interactions électrostatiques. Les minéraux 

présents dans les micelles sous forme de phosphate de calcium colloïdal sont libérés de la 

micelle lors d’une acidification.  

Les caséines précipitent à partir de pH 5.2 et deviennent insolubles à pH 4,6 correspondant au 

pH isoélectrique des caséines, à une température supérieure à 20 °C. Cette déstabilisation peut 

s’effectuer par ajout d’acide ou par la production d'acide lactique produit par les bactéries 

lactiques. N’ayant plus aucune charge pour se maintenir en suspension, les caséines précipitent 

de manière irréversible en formant un gel. Il en résulte l'agrégation des micelles de caséine, 

conduisant à une coagulation. Ce type de coagulation acide existe dans tous les produits laitiers 

fermentés, comme les laits fermentés, les yaourts, et le fromage blanc. Les caractéristiques du 

gel et donc de la texture du produit dépendent de la température et du taux d'acidification du 

lait (Chandan and Kilara, 2013). 

La micelle de caséines est également sensible à l’action des enzymes protéolytiques. C’est le 

moyen de coagulation le plus employé dans la production de fromage. La principale enzyme 

utilisée, dite enzyme coagulante, est la chymosine, qui est une protéase acide. Elle est apportée 

par addition de caillette de veau dans les méthodes traditionnelles, de présure (mélange de 
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chymosine et de pepsine extraites de caillette) plus ou moins purifiée, ou de chymosine 

recombinante, la plus employée actuellement. Cette enzyme hydrolyse spécifiquement la 

caséine-κ, au niveau du site Met105-Phe-106 de la séquence, ce qui entraine la libération de la 

partie C-terminale glycosylée responsable de la stabilité des micelles. Ces dernières s’agrègent 

entre elles et forment un gel (Chandan and Kilara, 2013). Ce gel se réorganise au cours du temps 

suite à la modification des interactions hydrophobes, ce qui entraîne une expulsion de l'eau des 

micelles coagulées, provoquant une rétraction du gel puis une synérèse. Ce gel est appelé caillé 

en fromagerie (Spreer and Mixa, 1998). De nombreux fromages, comme le camembert par 

exemple, sont fabriqués à partir d’un caillé dit « mixte », en associant l’action de l’enzyme 

coagulante et l’acidification et la perte de minéraux consécutive, due à la croissance des 

ferments lactiques. 

Lors des traitements thermiques de type traitement UHT (Ultra Haute Température), la 

caséine κ forme des ponts disulfures avec les principales protéines sériques, ce qui limite 

l’accessibilité de la caséine κ par la chymosine (Chandan and Kilara, 2013; Spreer and Mixa, 

1998). De plus, cette interaction avec les protéines sériques, en particulier la β-lactoglobuline, 

entraine une perte de caséine κ de la micelle vers le lactosérum à une température > 70°C. De 

plus, la dissociation de ce complexe β-lactoglobuline-caséine κ dépend fortement du pH. Les 

micelles de caséines dépourvues de caséine-κ sont plus sensibles à la coagulation, qui peut se 

produire rapidement pendant le traitement thermique, si le pH est suffisamment bas (Yada, 

2017). 

 Protéines sériques 

Les protéines sériques comportent de nombreuses protéines dont les majoritaires sont la β-

lactoglobuline (2 à 4 g/L de lait) et l’α-lactalbumine (0,6 à 1,7 g/L). D’autres protéines dérivées 

du sang sont également présentes, comme la sérum albumine, la lactoferrine, les 

immunoglobulines, ainsi que d’autres protéines mineures dont des enzymes (Chandan and 

Kilara, 2013). La Figure 6 montre les concentrations moyennes des caséines et principales 

protéines sériques.  
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Figure 6. Proportions moyennes (% des protéines totales) des principales protéines du lait 

de vache au printemps (mars-mai) (adapté de Gellrich et al., 2014) 

Les protéines sériques sont des protéines globulaires, avec une distribution de séquence 

relativement uniforme de résidus non polaires, polaires et chargés (Kailasapathy, 2015). 

Contrairement aux micelles de caséine, les protéines sériques sont relativement thermolabiles, 

et sont dénaturées de manière irréversible à partir de 80 °C. La β-lactoglobuline est plus 

thermolabile que l’α-lactalbumine en raison de la présence d’un groupe sulfhydrile libre, ce qui 

permet d'initier des réactions d'échanges de ponts disulfures (Kailasapathy, 2015). Cette 

capacité à se dénaturer thermiquement est utilisée en technologie laitière. Elle permet d’obtenir 

une structure de gel plus ferme dans les produits acidifiés, une augmentation du rendement des 

produits frais, un goût de cuit (Spreer and Mixa, 1998). Les principales différences de 

comportement des caséines et des protéines sériques sont résumées dans le Tableau 3. 

Tableau 3. Principales différences entre les propriétés physiques et chimiques des caséines 

et celles des protéines sériques (adapté de Chandan and Kilara, 2013) 

 Caséines Protéine sériques 
Structure   

Alternance de zones 
hydrophobes et hydrophiles, 
forte présence de proline peu de 
structure secondaire  

Régions hydrophobes et 
hydrophiles structure secondaire 
élevée avec feuillet β et hélices α 
 

Acides aminés phosphorylés 

Oui  Non 
Teneur en cystéine 

Faible (2 résidus) Forte (5 résidus) 
Stabilité thermique 

Très stable  Peu stable 
Comportement en fonction du pH 

Précipite à pH 4,6 Soluble à pH 4,6 
Comportement en fonction des ions 
présents 

Précipite avec des ions di- et 
polyvalents 

Relativement résistantes aux ions 
 

caséine α
34%

caséine β
32%

caséine κ
16%

α-lactoglobuline 
2%

β-lactoglobuline 
10%

autres protéines
6%
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d. Lactose 

Le lactose est un disaccharide composé d'une molécule de -D-galactose et d'une molécule de 

/-D-glucose reliées entre elles par une liaison osidique (1→4).  

Le lactose a une importance technologique pour les fermentations car c’est le principal substrat 

carboné des ferments acidifiants. Le lactose est un sucre réducteur qui participe aux réactions 

de Maillard (réaction entre un sucre et certains acides aminés, sous l’effet de la chaleur) avec 

des acides aminés du lait, en particulier la lysine, résultant en l’apparition d’une couleur 

brunâtre du lait. Dans les produits laitiers à fort traitement thermique, la réaction de Maillard 

peut entraîner un brunissement ainsi que la formation de goûts et d'odeurs de « cuit », 

« caramel » (Kailasapathy, 2015). 

e. Les minéraux  

Les minéraux du lait se composent principalement de bicarbonates, chlorures, phosphates et 

citrates de calcium, magnésium, potassium et sodium (Figure 7). Ces minéraux sont en équilibre 

entre la phase soluble (sérum) et la phase colloïdale (micelles de caséine). Ainsi, jusqu'à 60% 

du calcium et 50% du phosphore peuvent être présents dans la phase colloïdale.  

 

 

Figure 7. Concentrations des minéraux majeurs et du citrate dans le lait de vache (adapté 

de (Chandan and Kilara, 2013) 

citrate
181 mg/ 100 mL

26%

potassium
144 mg/ 100 mL

21%
calcium total

121 mg/ 100 mL
18%

chlorure
100 mg/ 100 mL

15%

phosphore 
inorganique

65 mg/ 100 mL
9%

sodium
58 mg/ 100 mL

8%

magnesium
12 mg/ 100 mL

2%

calcium, ionique
8 mg/ 100 mL

1%
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La distribution du calcium, du citrate, du magnésium et du phosphate entre les phases solubles 

et colloïdales, et leurs interactions avec les protéines du lait ont des conséquences importantes 

sur la stabilité du lait et des produits laitiers. Le rapport de l'état soluble/colloïdal peut influencer 

la stabilité thermique, la qualité et la stabilité au stockage des produits concentrés. La teneur en 

calcium du lait influe sur la fermeté du caillé et sur la viscosité des laits fermentés 

(Kailasapathy, 2015). 

2.3.  Types de produits laitiers fermentés 

Les normes existant dans de nombreux pays classent les produits laitiers fermentés 

principalement sur la base de la composition chimique ou de la teneur en matière grasse (produit 

entier, demi-écrémé ou écrémé). Parmi les produits laitiers, on distingue les produits non 

fermentés des produits laitiers fermentés. Chaque catégorie de produits présente un schéma 

technologique différent et un microbiote associé particulier lorsqu’il s’agit de produits 

fermentés, qui sont présentés dans les Tableaux 4 et 5. 

a. Laits fermentés 

La Fédération Internationale de Laiterie (FIL) définit les laits fermentés comme des produits 

préparés à partir de lait et/ou de composants dérivés du lait sous l’action d’une microbiote 

spécifique, entraînant une réduction du pH et coagulation ultérieure de la caséine (IDF, 1992).  

Les laits fermentés sont fabriqués dans le monde entier et environ 400 noms génériques sont 

utilisés pour désigner des produits traditionnels ou industrialisés (Kurmann et al., 1992). En 

réalité, cette diversité de produits peut être classée en quelques variétés selon les micro-

organismes dominants dans le produit, comme montré dans le Tableau 4. Cette classification 

diffère un peu de celle proposée par Robinson (2002). 

 fermentations lactiques : les produits de ce groupe constituent de loin le plus grand 

nombre connu à l'échelle mondiale. Selon la température de croissance des ferments ces 

produits ont été classés en : a) mésophiles, e.g. babeurre fermenté, crème fraîche, 

filmjölk, tätmjölk et langofil; (b) thermophiles, e.g. yaourt, zabadi, dahi; et c) de type 

thérapeutique ou probiotique, e.g. lait ‘acidophilus’  

 levures et fermentation lactique, e.g. kéfir, koumiss, viilli. 

 moisissures et fermentation lactique.  
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Tableau 4. Types de laits fermentés, produits et micro-organismes associés à la 

fermentation (adapté de Macori and Cotter, 2018)) 

Type de laits fermentés Produits Principaux micro-organismes associés à la fermentation 

Laits fermentés - laits 

acides thermophiles 

Ayran, Yaourt, 
Matzoon 

L. bulgaricus et S. thermophilus 

Laits fermentés-laits 
mésophiles 

Babeurre fermenté L. lactis subsp. cremoris, L. diacetylactis 

Crème fraîche L. diacetylactis 

Nunu L. fermentum, L. plantarum, L. helveticus, L. mesenteroides  

Skyr S. thermophilus, L. bulgaricus 

Viili 

L. lactis subsp. cremoris, L. diacetylactis,  

L. mesenteroides subsp. cremoris  

G. candidum, K. marxianus, P. fermentans 

Ymer L. lactis 

Gioddu 
S. thermophilus, L. bulgaricus 

L. casei subsp. casei, L. mesenteroides subsp. mesenteroides 

Laits fermentés acides 
et alcoolisés 

Kéfir 

L. acidophilus, B. bifidum, S. thermophilus, L. bulgaricus, 

L. helveticus, L. kefiranofaciens, L. lactis, Leuconostoc spp. 

K. marxianus, Micrococcus spp., K. lactis S. kefir, 

S. cerevisiae, T. kefir 

Laits fermentés de type 

thérapeutique ou 

probiotique 

(‘acidophilus’)  

Laits «acidophilus » L. acidophilus 

Shubat ou Chal L. paracasei, L. helveticus, S. thermophilus 

Gariss K. marxianus, C. kefyr, P. kudriavzevii 

  S. infantarius, L. fermentum 

Abréviations des noms de genres et d’espèces :  
Genres et espèces bactériens : B. : Bifidobacterium, E. : Enterococcus L. : Lactobacillus L. bulgaricus : 

Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus ; L. lactis subsp. cremoris : Lactococcus lactis subsp. cremoris, L. 

diacetylactis : Lactococcus lactis subsp. lactis biovar diacetylactis, L. mesentereoides : Leuconostoc 

mesenteroides, S. thermophilus : Streptococcus salivarius subsp. thermophilus, S. infantarius : Streptococcus 

infantarius subsp. infantarius 

Levures : C. : Candida, G. : Geotrichum, K. : Kluveromyces, P. : Pichia, S. : Saccharomyces, T. : Torula 

 

Les laits fermentés par des micro-organismes mésophiles incluent les produits regroupés sous 

les termes « fermentations lactique et levure » et « fermentations lactiques ». Les micro-

organismes du premier groupe appartiennent aux genres Lactococcus (L. subsp. lactis, L. lactis 

subsp. lactis biovar diacetylactis et L. lactis subsp. cremoris) et Leuconostoc (L. mesenteroides 

subsp. cremoris et L. mesenteroides subsp. dextranicum), et sont généralement utilisés en 

cultures mixtes (Tamime, 2002). Cependant, le microbiote de ces derniers produits est 

complexe et pas toujours constant; de nombreuses espèces de bactéries lactiques et de levures 
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ont ainsi été identifiées. Par exemple, dans les grains de kéfir, il a été trouvé des bactéries 

lactiques des genres Lactobacillus, Streptococcus, Lactococcus et Leuconostoc, et des levures 

des genres Kluyveromyces, Torula et Saccharomyces (Macori and Cotter, 2018).  

 Yaourt 

Selon la définition du CODEX Alimentarius (CODEX Alimentarius Commission, 2003),  les 

deux espèces bactériennes permettant l’appellation « yaourt » sont L. bulgaricus et 

S. thermophilus.  Le produit où l’une ou l’autre de ces espèces a été remplacée ou l’ajout 

d’espèces supplémentaires est appelé « lait fermenté ».  

Le lait utilisé pour la fabrication du yaourt est standardisé en matière grasse et enrichi plus ou 

moins fortement en protéines, selon la texture recherchée, par l’ajout de la poudre de lait écrémé 

ou de lait concentré. Après homogénéisation, le lait est pausterisé par traitement thermique  puis 

refroidi à la température de fermentation. Selon le produit souhaité, le lait peut ensuite être 

supplémenté en sucre (5 à 10 %) ou par d'autres additifs. Pour les yaourts fermes, l’ajout de 

sucre se fait avant fermentation. Pour les yaourts brassés, soit le sucre est ajouté en totalité avant 

fermentation, soit une partie seulement est ajoutée avant fermentation, le reste étant ajouté après 

fermentation (Beal and Sodini, 2003). Arômes naturels et artificiels, pulpes et jus de fruits, 

confitures, fruits, sucres et additifs au pouvoir sucrant tels que le miel ou l’aspartame font partie 

de la liste des additifs.  

 Crèmes 

La crème est un concentré issu du lait riche en matière grasse, elle est obtenue mécaniquement 

par centrifugation ou naturellement par décantation du lait cru. C’est une émulsion résultant 

d’une forte concentration des globules de la matière grasse laitière. La crème fraîche épaisse 

est produite en fermentant de la crème pasteurisée par des ferments acidifiants. Un procédé 

classique de fabrication consiste à enrichir du lait entier avec de la crème pour atteindre une 

teneur en matière grasse désirée, de 18% à 50%. La crème est traitée thermiquement à 72°C 

pendant 20 min et homogénéisée pour améliorer sa consistance. Elle est refroidie à 22°C, 

ensemencée en ferments acidifiants (Lactococcus ou Leuconostoc spp.) et incubée pendant 18 

à 20 h jusqu’à ce que son pH chute à ~4,7. Elle est ensuite conditionnée et refroidie à 4°C. 

(Chandan, 2006; Robinson, 2002). 
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b. Fromage 

Le fromage est le produit laitier fermenté le plus populaire. Le fromage est défini par la norme 

de l’Organisation Mondiale de la Santé (OMS) /n°A-6 (1978, modifiée en 1990) comme un 

« produit frais ou affiné, solide ou semi-solide, dans lequel le rapport protéines de 

lactosérum/caséine n’excède pas celui du lait obtenu : (i) par coagulation du lait, lait écrémé, 

lait partiellement écrémé, crème de lactosérum ou babeurre, seul ou en combinaison, grâce à 

l’action de la présure ou d’autres agents coagulant appropriés et par égouttage partiel du 

lactosérum résultant de cette coagulation ; (ii) par l’emploi de techniques de fabrication 

entraînant la coagulation du lait et/ou des matières obtenues à partir de lait, présentant des 

caractères physiques, chimiques et organoleptiques similaires à ceux du produit défini plus 

haut ».  

En France, selon le décret n°2007-628 du 27 avril 2007 relatif aux fromages et spécialités 

fromagères, « un fromage est un produit fermenté ou non, affiné ou non, obtenu à partir des 

matières d’origine exclusivement laitière suivantes : lait, lait partiellement ou totalement 

écrémé, crème, matière grasse, babeurre, utilisées seules ou en mélange et coagulées en tout ou 

en partie avant égouttage ou après élimination partielle de la partie aqueuse ». Seules les étapes 

de coagulation et d’égouttage sont communes à tous les types de fromages selon ces deux 

définitions juridiques. Néanmoins, la préparation du lait, le salage et l’affinage sont des étapes 

communes à un très un grand nombre de fromages. 

Le fromage est un groupe d'aliments très variés (peut-être jusqu'à 1500 fromages). Pour aider 

les consommateurs, les détaillants et les techniciens du fromage, plusieurs systèmes de 

classification du fromage ont été proposés et utilisés. Les critères de classification 

comprennent : l’agent coagulant (coagulation par la chymosine ou coagulation acide); 

l’humidité (pâtes molles, pâtes pressées, etc.); la présence d’une étape d’affinage ou pas 

(fromages affinés ou frais); le type de ferments employés (bactéries lactiques, bactéries et 

levures de surface, champignons filamenteux internes ou de surface, bactéries propioniques) 

(Fox et al., 2016). Le Centre National Interprofessionnel de l'Economie Laitière (CNIEL) classe 

les fromages en: fromages à pâte fraîche, à pâte filée, à pâte pressée cuite, à pâte pressée semi-

cuite, à pâte pressée non cuite, à pâte molle persillée, à pâte molle à croûte fleurie ou lavée, et 

à pâte fondue (mélange de fromages fondus). Chacune de ces familles et des variétés qui les 

composent ont donc un procédé de fabrication particulier ainsi qu’un microbiote qui leur est 

propre, conférant ainsi aux fromages des caractéristiques organoleptiques uniques (Tableau 5).
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Tableau 5. Types de fromages et micro-organismes associés (d’après Desmasures et al., 2015; Fox et al., 2016 et www.produits-laitiers.com) 

Type de pâte Description Exemples Bactéries lactiques Autres micro-organismes  

Fromages frais ou 

blancs 

Fromages non affinés ; texture onctueuse et 
fondante, caractérisés par leur forte teneur en 
eau (de l’ordre de 77%) 

faisselle et fromage blanc 
Lactococcus lactis subsp. lactis, 

cremoris ou diacetylactis, Leuconostoc 

mesenteroides subsp. cremoris  

  

Fromages à pâte filée 
Fromages obtenus par pétrissage et étirement 
du caillé jusqu'à consistance désirée 

mozzarella, caciocavallo, 
halloumi 

S. thermophilus,  

L. bulgaricus, L. helveticus,  

E. durans 

  

Fromages à pâte 

molle et à croûte 

fleurie  

Fromages à croûte blanche et duveteuse ; pâte 
souple et onctueuse, avec une flaveur 
caractérisée par des notes de champignon, de 
levure, de mousse ou encore de terre humide 

camembert, brie, 
neufchâtel, maroilles 

L. lactis, S. thermophilus, Leuconostoc 

mesenteroides 

Penicillium camemberti, 

Geotrichum candidum  

Fromages à pâte 

molle à et croûte 

lavée 

Fromages régulièrement lavés en surface et 
brossés pendant l’affinage pour activer la 
fermentation 

maroilles, munster, 
époisses, langres, livarot, 

pont-l’évêque, aisy cendré, 
curé nantais, limburger 

L. lactis, S. thermophilus 

Brevibacterium spp., 

Glutamicibater spp. 

Geotrichum candidum, 

K. lactis, D. hansenii 

Fromages à pâte 
pressée non cuite 

Fabriqués à partir de lait de vache ou de lait de 
brebis, cru ou pasteurisé. C’est la croûte des 
fromages qui leur donne toute leur saveur et 
leur arôme. Elle peut être plus ou moins épaisse 
selon la durée de l’affinage.  

cheddar, reblochon, tome de 
Savoie, port Salut, cantal 

L. lactis, S. thermophilus,  

L. helveticus, L. delbrueckii, 

Lactobacillus casei, Lactobacillus 

plantarum, Lactobacillus rhamnosus,  

E. faecium, E. durans 

Brevibacterium spp., 

Geotrichum candidum  

Champignons filamenteux 

Fromages à pâtes 

persillées  

Fabriqués à partir de lait de vache ou de brebis. 
plutôt fabriqués dans les régions montagneuses 
de France.  

le bleu ou la fourme 
d’Ambert (lait de vache) 
roquefort (lait de brebis) 

L. lactis,  

Leuconostoc mesenteroides 
Penicillium roqueforti 

Fromages à pâte 

pressée cuite 

Fromages issus de lait de vache ; texture peut 
être tendre, moelleuse ou ferme.  

Comté, Gruyère, emmental, 
Bergkäse 

L. delbrueckii subsp. lactis, 

L. helveticus,  

Leuconostoc spp., S. thermophilus 

Propionibacterium 

freudenreichii  

Abréviations des noms de genres et d’espèces : E. : Enterococcus, L. bulgaricus : Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus ; L. helveticus : Lactobacillus helveticus ; 

S. thermophilus : L. lactis subsp. cremoris : Lactococcus lactis subsp. cremoris, L. diacetylactis : Lactococcus lactis subsp. lactis biovar diacetylactis, L. mesentereoides : 

Leuconostoc mesenteroides, S. thermophilus : Streptococcus salivarius subsp. thermophilus, S. infantarius : Streptococcus infantarius subsp. infantarius,K. lactis : 

Kluyveromyces lactis, K. marxianus : Kluyveromyces marxianus, D. hanseni : Debaryomyces hansenii
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3.  Microbiologie des produits laitiers fermentés 

3.1.  Le microbiote du lait comme source de ferments 

La haute valeur nutritionnelle du lait, sa teneur élevée en eau et son pH quasiment neutre 

permettent la croissance de nombreux micro-organismes formant un écosystème microbien 

complexe.  

La diversité microbienne du lait sortant de la mamelle des vaches laitières (et autres 

mammifères) est influencée par l'état de santé et l'hygiène des animaux, l'hygiène de 

l'environnement dans lequel les animaux sont logées et traites, les pratiques de préparation des 

mamelles, de traite, de nettoyage et de désinfection des trayeuses et des tanks à lait, et la durée 

et la température de stockage (Cempírková, 2008). Lorsque le lait est produit dans de bonnes 

conditions d’hygiène, il contient une population microbienne totale de l'ordre de 103 à 105 unités 

formant colonies (UFC)/ml (Odet, 1999). 

Les micro-organismes qui se développent dans le lait comprennent des bactéries, des levures et 

des champignons filamenteux. Certains de ces micro-organismes peuvent être d’intérêt 

technologique ou correspondre à des micro-organismes d’altération. Parmi les bactéries 

retrouvées dans le lait, il y a des  les bactéries lactiques qui contribuent à des réactions 

fermentaires désirables dans la transformation du lait en produits laitiers fermentés (Fox et al., 

2016; Ogier et al., 2002). D'autres bactéries sont également présentes dans le lait, ainsi que 

diverses levures et champignons filamenteux jouant également un rôle dans les caractéristiques 

chimiques et organoleptiques des produits laitiers (Lavoie et al., 2012; Ogier et al., 2002). La 

composition spécifique du microbiote du lait influence directement la production et les 

caractéristiques des produits laitiers (Quigley et al., 2013). 

L’isolement des micro-organismes présentant une fonctionnalité d’intérêt dans la production 

des produits laitiers a été un pas important pour maîtriser les fermentations et obtenir les qualités 

attendues des produits. Cela peut être particulièrement important dans les situations où la 

réglementation autorise l'utilisation de lait pasteurisé et la fermentation naturelle n’est plus 

possible. Dans ce contexte, l’inoculation de micro-organismes laitiers peut compenser le retrait 

de populations commensales et l'effet défavorable associé sur les arômes des produits résultants. 
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3.2.  Complémentarité des méthodes de caractérisation du microbiote 

du lait 

Le moyen traditionnel pour déterminer la nature du microbiote présent dans le lait est basé sur 

la culture en boîte de Pétri. Les méthodes basées sur la culture reposent sur l'isolement et la 

culture de micro-organismes avant leur identification sur la base du phénotype et/ou du 

génotype. Parmi le microbiote cultivable du lait des bactéries lactiques comme Lactobacillus, 

Streptococcus, Enterococcus, Lactococcus, Leuconostoc, Weissella et Pediococcus. 

Lactococcus (8.101 à 1.104 UFC/mL) et Lactobacillus (1.102 à 3.104 UFC/mL) sont les genres 

retrouvés dans le lait et c’est également le cas dans la plupart des produits laitiers fermentés 

(Coppola et al., 2008; Quigley et al., 2013).  

Il est devenu évident que les approches qui incluent une étape de culture peuvent conduire à 

des inexactitudes. Les espèces présentes en petit nombre sont surclassées sur les milieux de 

laboratoire par des espèces microbiennes numériquement plus abondantes ou certaines espèces 

peuvent simplement ne pas être cultivables en laboratoire dans les conditions généralement 

mises en œuvre (Head et al., 1998). Pour ces raisons, avec le développement des techniques de 

séquençage de nouvelle génération, d’autres approches ont été développées ces dernières 

années pour étudier la composition microbienne des aliments.  

Les techniques de séquençage haut-débit sont indépendantes de la culture des micro-organismes 

et sont basées sur l'analyse directe de l'ADN (ou de l'ARN) microbien présent dans l'aliment 

(Coppola et al., 2008; Quigley et al., 2011). A titre d’exemple, l’étude de (Verdier-Metz et al., 

2011), combinant des approches culture-dépendante et –indépendante, a montré pour la partie 

culturale que les bactéries présentes sur la peau des trayons, qui sont une des sources 

potentielles de la population microbienne du lait, appartenaient aux phyla Firmicutes (76%), 

Actinobacteria (4,9%), Proteobacteria (17,8%) et Bacteroides (1,3%). Lorsque cette approche 

a été complétée par une approche culture-indépendante basée sur le séquençage des banques de 

clones, des phyla supplémentaires, à savoir les Planctomycetes, les Verrucomicrobie, les 

Vyanobactera, les Vhloroflexi et des bactéries non classées, ont été détectés à de faibles 

niveaux. Notamment, un grand pourcentage des séquences détectées de cette étude et d'autres 

études (Fricker et al., 2011) correspondaient à des bactéries encore non identifiées. De façon 

attendue, parmi celles qui ont été identifiés, une large part correspondait à des bactéries 

technologiquement importantes telles que Lactobacillus, et Leuconostoc. 
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3.3.   Grands groupes de micro-organismes et leur contribution  

Les micro-organismes sont une composante essentielle des laits fermentés et de toutes les 

variétés de fromage, où ils jouent un rôle important à la fois dans la fabrication et l’affinage. Ils 

peuvent être classés selon leur appartenance à un groupe microbien donné (bactéries lactiques, 

autres bactéries, levures et champignons filamenteux), selon leurs rôles principaux dans les 

produits (acidification, aromatisation, formation de la croûte…) et selon qu’ils sont 

ensemencées volontairement (ferments, également appelés levains ou cultures) on non 

(NSLAB, autres bactéries non levains et champignons) (Tableau 6). 

 

Tableau 6. Classification des micro-organismes du fromage selon leur rôle principal dans 

les produits laitiers fermentés 

Groupes 

microbiens  
Bactéries lactiques  

Autres 

bactéries 
Levures 

Champignons 

filamenteux 

 

R
ô
le

 d
a
n

s 
le

s 

p
ro

d
u

it
s 

la
it

ie
rs

 

Acidification Aromatisation  Rôle dans l'aspect et la flaveur 

 

Tous les fromages, crèmes 
fraîches et laits fermentés 

Fromages à croûte lavée 

Fromages à 
croûte fleurie 

et pâtes 
persillées  

E
sp

èc
es

 r
ep

ré
se

n
ta

ti
v
es

 

 

E
n

se
m

en
cé

s 

 

          
Lactococcus  

lactis 

Leuconostoc 

mesenteroides 

Glutamicibacter 

arilaitensis 

Geotrichum  

candidum 

Penicillium 

camemberti 

 

Lactococcus 

diacetylactis 

Brevibacterium 

spp. 

Kluyveromyces 

marxianus 

Penicillium 

roqueforti  

      

N
o
n

 

en
se

m
en

cé
es

 

Rôle en 
général 
mineur  

    

NSLAB Nombreuses autres espèces 

Impact positif Impact positif 
ou négatif ou négatif 

NSLAB : non-starter lactic acid bacteria , Lactococcus diacetylactis : Lactococcus lactis lactis biovar diacetylactis 

 

La physiologie des ferments acidifiants et des cultures secondaires, leur métabolisme et leur 

aptitude à convertir les différents composants du lait (protéines, matière grasse) contribuent à 

différencier les produits laitiers fermentés. Ces micro-organismes ont une action déterminante 

sur les caractéristiques organoleptiques des produits fermentés, via de la formation de composés 

d’arômes, d'exopolysaccharides, de gaz. 
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a. Micro-organismes ensemencés 

 Ferments acidifiants 

Les ferments acidifiants sont des cultures pures ou des mélanges de souches de bactéries 

lactiques sélectionnées et utilisées dans la première étape de fabrication de produits 

fermentés (acidification du lait par la conversion du lactose en acide lactique). On distingue les 

ferments naturels, souvent des mélanges complexes de nombreuses souches bactériennes dont 

la composition exacte est inconnue, des ferments mixtes, composés de cinq ou six souches 

soigneusement sélectionnées (Doleyres, 2003). 

Le choix des espèces de bactéries lactiques est un élément clé au regard du produit final 

recherché et des fonctionnalités désirées. Les ferments acidifiants produisent suffisamment 

d’acide lactique pour abaisser le pH (Corrieu and Luquet, 2008). Ils contribuent également à 

l’affinage via la production de composés d’arômes (Fox et al., 2016). Ainsi, les ferments utilisés 

doivent être adaptés à la température de fermentation. La température de croissance se situe 

généralement entre 30 et 45°C pour les bactéries lactiques thermophiles utilisées (e.g. 

S. thermophilus et Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus) et entre 20 et 30°C pour les 

bactéries mésophiles (e.g. Lactococcus lactis, Leuconostoc mesenteroides) (Zannini et al., 

2016) 

 Autres microorganismes ensemencés 

Comme signalé précédemment (Tableau 6), les ferments d’affinage forment un groupe 

hétérogène constitué de bactéries lactiques et non lactiques, mais aussi de levures et de 

champignons filamenteux (dans les fromages à croûtes fleuries et à pâte persillée) (Chamba and 

Irlinger, 2004; Corrieu and Luquet, 2008). Les ferments d’affinage sont spécifiques de la phase 

de maturation lors de la fabrication des fromages et peuvent être ajoutés dans le lait. 

Ces microorganismes contribuent aux caractéristiques organoleptiques de la surface ou du cœur 

des fromages. Par exemple, les bactéries propioniques, comme P. freudenreichii qui participe 

à la formation d’ouvertures dans les fromages comme l’emmental, font partie des 

microorganismes d’affinage (Beresford et al., 2001).  

Les levures ont la capacité de se développer à basse température, à de faibles pH et, pour 

certaines espèces, à de fortes concentrations en sel (Pitt and Hocking, 2009a). En consommant 

l’acide lactique et en produisant des métabolites alcalins (NH3), les levures vont participer à la 
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désacidification du caillé rendant ainsi possible la croissance des bactéries d’affinage acido-

sensibles. Elles participent également au développement des arômes grâce à leurs activités 

lipolytique et protéolytique. Les levures et les bactéries de surface interviennent dans la 

maturation des fromages à croûte morgée. Quelques exemples de ce type de fromages sont des 

fromages allemands ou hollandais, comme le Tilsiter ou le Limburger, des fromages français 

tels que le Beaufort et le Münster et des fromages italiens tels que le Taleggio (Corsetti et al., 

2001; Mounier, 2015). Le morgeage se caractérise par une ou plusieurs opérations de lavage de 

la croûte utilisant de l'eau salée, dans laquelle des micro-organismes de maturation sont parfois 

ajoutés. Les opérations de lavage permettent le développement d'un microbiote mixte de levures 

et de bactéries à la surface du fromage pouvant atteindre des densités de population situées entre 

107 et 109 UFC/g de fromage à la fin de l’affinage (Mounier, 2015). On pense généralement 

que la biochimie du processus d’affinage est initialement due au métabolisme du lactate en CO2 

et H2O, et à la production d'ammoniac à partir des acides aminés par les levures, ce qui entraîne 

une augmentation du pH de la surface de pH 4,8 à ~ pH 6.0 et qui favorise la croissance des 

bactéries pendant l’affinage (Desmasures et al., 2015). Les levures présentes à la surface des 

fromages à croûte morgée correspondent principalement à Debaryomyces hansenii, 

Kluyveromyces marxianus et Kluyveromyces lactis alors que les bactéries appartiennent aux 

actinobactéries (Glutamicibacter arilaitensis, Brevibacterium aurantiacum, Brevibacterium 

linens, Corynebacterium casei) et aux firmicutes (Staphylococcus xylosus). Ce microbiote de 

surface confère aux fromages une croûte caractéristique et luisante et collante. La morge des 

fromages participe donc à la typicité des fromages dits « à croûte morgée », elle protège 

également le fromage du dessèchement, de la perte d’arômes et de la croissance de micro-

organismes indésirables par antagonisme (Desmasures et al., 2015; Valdes-Stauber et al., 1991; 

Wyder et al., 1999). Certains de ces fromages se caractérisent également par une couleur orange 

à rose sur la croûte, due soit à des pigments microbiens (production des caroténoïdes par des 

bactéries du genre Brevibacterium par exemple -(Chandi and Gill, 2011), soit à l’ajout de 

colorants naturels.  

Quant aux champignons filamenteux, ils neutralisent la pâte en métabolisant l’acide lactique, 

et, en produisant de nombreuses enzymes, ils participent également activement à la maturation 

du fromage et au développement d’arômes caractéristiques (McSweeney et al., 2017). Un 

exemple correspond au développement du feutrage blanc à la surface des fromages à croûte 

fleurie comme le camembert. Les souches de champignons filamenteux sont sélectionnées 

selon différents critères tels que leur capacité de colonisation ou encore la hauteur, la densité et 
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la couleur du mycélium. Par exemple, dans le Gorgonzola et le Roquefort, les souches de 

Penicillium roqueforti utilisées vont du bleu clair au jaune et du vert au vert sombre 

respectivement. 

b. Micro-organismes non-ensemencées 

Dans la catégorie des micro-organismes non-ensemencés se trouvent les bactéries lactiques non 

levains, souvent appelées NSLAB, acronyme anglais de Non Starter Lactic Acid Bacteria. 

Beaucoup de travaux de recherche se sont focalisés sur la contribution possible de ces NSLAB 

au développement de la flaveur du fromage, notamment dans le cheddar (Gobbetti et al., 2015; 

Settanni and Moschetti, 2010; Shakeel et al., 2016). Les NSLAB ont été trouvées dans les 

fromages affinés en grand nombre ; elles sont issues soit du lait ou de l'environnement de l'usine 

en tant que contaminants adventices (Settanni and Moschetti, 2010).  

Le groupe des NSLAB est particulièrement hétérogène et les lactobacilles, L. farciminis, 

L. casei, L. paracasei, L. plantarum, L. pentosus, L. curvatus, L. rhamnosus, L. fermentum, 

L. buchneri, L. parabuchneri et L. brevis, y sont principalement représentés (Coeuret et al., 

2004; Gobbetti et al., 2015; Švec et al., 2005). Les autres espèces de NSLAB couramment 

isolées pendant l’affinage du fromage sont des pédiocoques comme P. acidilactici et 

P.  pentosaceus (Settanni and Moschetti, 2010). 

A titre d’exemple, les fromages de brebis italiens se caractérisent par une population de NSLAB 

très hétérogène, influencée par des facteurs géographiques et technologiques, et pouvant être 

responsable de diversité dans les fromages (De Angelis et al., 2001). Un autre exemple 

correspond au cheddar dans lequel il n'y a pas de microbiote secondaire délibérément ajouté. 

Ces NSLAB peuvent atteindre plus de 108 UFC/g de fromage et constituent le microbiote 

principal des fromages affinés. Ces souches offrent donc des possibilités pour moduler l’arôme 

des produits et innover, et nombreuses recherches ont lieu pour but d’étudier leur application 

comme ferments additionnels dans les aliments fermentés (Crow et al., 2002).  

Au-delà de ces NSLAB, il existe une large diversité de micro-organismes non ensemencés 

procaryotes (Gram-positifs mais aussi Gram-négatifs - (Coton et al., 2012) et Eucaryotes 

pouvant affecter positivement ou négativement les caractéristiques organoleptiques des 

produits laitiers. Pour nombre d’entre eux, leur rôle n’est pas élucidé à ce jour. 
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La présence de ces différents micro-organismes au sein d’un même écosystème conduit de fait 

à des interactions biotiques. Ci-après, quelques exemples d’interactions, entre ferments 

acidifiants et microorganismes ensemencés ou non, sont présentés. 

Dans le cas du yaourt, il existe une interaction de type mutualiste appelée proto-coopération 

entre S. thermophilus et L. bulgaricus (Sieuwerts et al., 2008). La plupart des souches de 

l’espèce S. thermophilus présentent peu d’auxotrophies pour les acides aminés et ont donc 

moins d’exigences nutritionnelles que celles de l’espèce L. bulgaricus. Aussi, après inoculation 

des deux espèces dans le lait, seul S. thermophilus entre rapidement dans sa phase exponentielle 

de croissance. Au cours de sa croissance, cette espèce produit divers composés qui stimulent la 

croissance de L. bulgaricus, tels que les acides formique et folique, respectivement précurseurs 

et cofacteurs de la biosynthèse des purines, et le dioxyde de carbone, précurseur de la synthèse 

de l’aspartate, du glutamate, de l’arginine et des nucléotides. L. bulgaricus entre alors à son 

tour dans une phase de croissance exponentielle et stimule la croissance de S. thermophilus par 

l’hydrolyse de la caséine et la libération consécutive de petits peptides et d’acides aminés libres, 

beaucoup de souches de S. thermophilus étant dépourvues de protéases extracellulaires 

(Sieuwerts et al., 2008). 

Le commensalisme est un autre type d’interactions entre microorganismes dans les fromages à 

croûte morgée. Dans le commensalisme, un seul des microorganismes obtient un bénéfice 

tandis que l'autre n'y trouve ni avantage ni véritable inconvénient. Le commensalisme par 

désacidification de la surface par les levures est l’interaction plus courante dans les fromages 

entre les bactéries et les levures des croûtes morgées. Dans cette interaction, les levures (e.g. 

levures des genres Kluyveromyces, Debaryomyces mais aussi Candida et Rhodotorula) 

dominent initialement la surface après la fabrication car elles sont tolérantes aux acides et au 

sel, mais à la fin de la période de maturation, les bactéries des genres Brevibacterium, 

Micrococcus et Corynebacterium dominent.  
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4. Bactéries lactiques des produits laitiers  

4.1.   Définition et taxonomie des bactéries lactiques 

Les bactéries lactiques sont apparues il y a 3 milliards d’années et leur diversité génétique a 

connu une expansion rapide avec l’apparition des mammifères, il y a 65 millions années. Cet 

essor s’est encore accentué lorsque les humains ont commencé à élever le bétail, il y a environ 

8000 ans (Tailliez, 2001). 

Les bactéries lactiques sont des procaryotes ubiquitaires, formant un groupe hétérogène 

constitué de coques et de bacilles Gram-positif généralement non sporulants. Le terme 

«bactéries lactiques» ne reflète pas un taxon phylétique, mais les capacités métaboliques de ces 

espèces qui produisent le même métabolite final, l'acide lactique (Pfeiler and Klaenhammer, 

2007). Sur le plan taxonomique, elles font partie du phylum des Firmicutes, de la classe des 

Bacilli et de l’ordre des Lactobacillales. Les bactéries lactiques se répartissent en différentes 

lignées: famille des Bacillaceae (genre Bacillus), famille des Sporolactobacillaceae (genre 

Sporolactobacillus), famille des Bifidobacteriaceae (genre Aeriscardovia, Alloscardovia, 

Bifidobacterium, Gardnerella, Metascardovia, Parascardovia et Scardovia) et ordre des 

Lactobacillales , considérées comme les véritables bactéries lactiques (Figure 8) (Felis and 

Dellaglio, 2007). Ce ordre englobe 34 genres (Tableau 7), d’environ 500 espèces bien décrites 

appartenant à six familles de bactéries Gram (+) à faible teneur en guanine et en cytosine (% 

GC), le génome des bactéries lactiques présentant un GC de 33 à 55%. D’un point de vue 

technologique, des espèces appartenant à neuf genres sont utilisées dans les industries 

agroalimentaires : Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc, Oenococcus, Pediococcus, 

Streptococcus, Tetragenococcus, Vagococcus et Weissella (König and Fröhlich, 2017; Stiles 

and Holzapfel, 1997). 

Les Lactobacillaceae forment la famille la plus nombreuse et la plus hétérogène, avec environ 

180 espèces reconnues (www.bacterio.net/lactobacillus), bien que de nouvelles espèces soient 

décrites régulièrement.  
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Figure 8. Arbre phylogénétique représentant la relation entre les familles de l'ordre des 

Lactobacillales basé sur la séquence du gène de l'ARNr 16S. (tiré de Felis et al., 2015) 
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Tableau 7. Taxonomie actuelle des bactéries lactiques de l'ordre des Lactobacillales 

(adapté de König and Fröhlich, 2017) 

Familles Genres 

Aerococcaceae I. Abiotrophia 

 
II. Aerococcus 

 
III. Dolosicoccus 

 
IV. Eremococcus 

 
V. Facklamia 

 
VI. Globicatella 

  VII. Ignavigranum 

Carnobacteriaceae I. Alkalibacterium  

 
II. Allofustis 

 
III. Alloi 

 
IV. Alloiococcus 

 
V. Atopobacter 

 
VI. Atopococcus 

 
VII. Atopostipes 

 
VIII. Carnobacterium 

 
IX. Desemzia 

 
X. Dolosigranulum 

 
XI. Granulicatella 

 
XII. Isobaculum 

 
XIII. Marinilactibacillus 

  XIV. Trichococcus 

Enterococcaceae I. Enterococcus 

 
II. Melissococcus 

 
III. Tetragenococcus 

  IV. Vagococcus 

Lactobacillaceae I. Lactobacillus 

 
II. Paralactobacillus 

  III. Pediococcus 

Leuconostocaceae I. Leuconostoc 

 
II. Oenococcus 

  III. Weissella 

Streptococcaceae I. Lactococcus 

 
II. Lactovum 

  III. Streptococcus 
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4.2.   Ecologie des bactéries lactiques  

Les espèces de bactéries lactiques sont capables de coloniser de nombreuses niches, y compris 

le tractus gastro-intestinal des vertébrés, la peau de mammifères, les plantes, le sol et les 

aliments (Figure 9) (Holzapfel et al., 2001). Elles sont notamment retrouvées dans le lait et les 

produits laitiers fermentés, et dans bien d’autres aliments fermentés d’origine animale ou 

végétale (saucisson, vin, choucroute, olives…), dans les matières végétales intactes ou altérées 

et dans les ensilages. Elles prédominent donc au sein du microbiote naturel de nombreux 

aliments fermentés dans lesquels elles contribuent à la conservation et induisent également des 

modifications organoleptiques et nutritionnelles (Stiles, 1996). 

 

Figure 9. Evolution du mode de vie des lactobacilles, des espèces libres aux espèces 

strictement adaptées à un hôte. Quelques espèces représentatives sont indiquées en 

fonction de leur mode de vie, de leur dépendance à l'égard des niches environnementales 

et du degré de spécificité de l'hôte (adapté de Duar et al., 2017) 

La plupart de bactéries lactiques ont des besoins nutritionnels complexes. Elles sont exigeantes 

en vitamines, bases azotées, minéraux ou bien encore en dérivés d’acides nucléiques. Elles sont 

incapables d’effectuer la synthèse de tous les acides aminés à partir de sources azotées plus 

simples. Certaines possèdent des protéases, des endopeptidases et/ou des exopeptidases leur 

permettant d’utiliser des peptides ou protéines exogènes comme source d’azote (Tailliez, 2001). 
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Les bactéries lactiques sont donc retrouvées dans des écosystèmes riches en ces différents 

nutriments. Le lait représente un milieu de croissance favorable à certaines bactéries lactiques 

qui y trouvent notamment une source importante en carbohydrates, protéines et minéraux. 

4.3.  Classification des bactéries lactiques selon leur métabolisme des 

glucides 

Les bactéries lactiques sont des micro-organismes chimio-organohétérotrophes strictement 

fermentaires qui synthétisent leur ATP par phosphorylation du substrat. Elles sont classées en 

trois groupes distincts selon les voies métaboliques utilisées pour fermenter les glucides: (i) les 

bactéries lactiques homofermentaires strictes sont capables de fermenter les hexoses presque 

exclusivement en acide lactique par la voie d’Embden-Meyerhof-Parnas (EMP) ou la glycolyse; 

(ii) les bactéries lactiques hétérofermentaires facultatives dégradent les hexoses en acide 

lactique par la voie d’EMP produisent de l’éthanol et/ou de l’acide acétique en plus de l’acide 

lactique; et (iii) les bactéries lactiques hétérofermentaires strictes peuvent produire de l’acide 

lactique, de l'éthanol ou de l'acide acétique et du dioxyde de carbone (Hammes and Hertel, 

2006). 

Les bactéries homofermentaires strictes possèdent une fructose-1,6-disphosphate aldolase, 

enzyme clef de la glycolyse (voie d'Embden-Meyerhof-Parnas) aboutissant à la production 

quasi-exclusive d’acide lactique (Figure 10). Ces bactéries ne possèdent pas de phosphocétolase 

pour la fermentation des pentoses et du gluconate. Elles comprennent quelques espèces du genre 

Lactobacillus et la plupart des espèces des genres Enterococcus, Lactococcus, Pediococcus, 

Streptococcus, Tetragenococcus et Vagococcus. Les bactéries hétérofermentaires possèdent, 

quant à elles, une fructose xylulose-5-phosphate phosphocétolase, enzyme clef de la voie des 

pentoses phosphates (voie de Warburg-Dickens-Horecker) qui conduit respectivement à la 

synthèse d’acide lactique et d’éthanol ou d’acide acétique. Ces bactéries sont également 

capables de dégrader les pentoses et souvent le gluconate car elles possèdent à la fois une 

aldolase et une phosphocétolase. Les bactéries lactiques hétérofermentaires strictes, étant 

dépourvues de fructose-1,6-disphosphate aldolase intervenant dans la glycolyse, métabolisent 

les hexoses et les pentoses par la voie du phosphogluconate pour produire de l’acide lactique, 

de l'éthanol ou de l'acide acétique et du dioxyde de carbone (Figure 10). Ces dernières 

comprennent les genres Leuconostoc, Oenococcus et Weissella ainsi que quelques espèces du 

genre Lactobacillus (Tableau 8) (Hammes and Hertel, 2006). 



37 
 

 

 

Figure 10. Voies homofermentaire et hétérofermentaire de la dégradation des glucides 

par les bactéries lactiques (adapté de (Wee et al., 2006). 
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Tableau 8. Classification des bactéries lactiques selon leur métabolisme (adapté de Collins 

et al., 1991; Felis and Dellaglio, 2007; Wood and Holzapfel, 1995) 

   Lactobacillaceae 

T
y

p
e 

d
e 

fe
rm

en
ta

ti
o

n
  

H
o

m
o

fe
rm

en
ta

ir
es

 s
tr

ic
ts

 

L. animalis, L. aviarius, 
L. acidophilus, L. amylolyticus,  

L. amylophilus, 

L. ruminis, L. salivarius, L. amylotrophicus, 

L. sharpeae, L. amylovorus, L. animalis, 

L. yamanashiensis  L. crispatus, 

P. damnosus, P. dextrinicus, 
L. delbrueckii subsp. bulgaricus, 

delbrueckii, indicus et lactis, 

P. parvulus L. gallinarum, L. gasseri, 

 L. helveticus, L. iners, 

 L. johnsonii, L. kalixensis, 

 L. kefiranofaciens subsp. kefiranofaciens et 

kefirgranum, 

  L. ultunensis 

H
ét

ér
o

fe
rm

en
ta

ir
es

 

fa
cu

lt
a

ti
fs

 

L. agilis, L. alimentarius, 
L. acetotolerans, L. fornicalis,  

L. hamsteri, L. intestinalis, 

L. bifermentans, L. casei, L. jensenii, L. kitasatonis, 

L. coryniformis, L. curvatus, L. sobrius 

L. graminis, L. homohiochii,  

L. paracasei, L. pentosus,  

L. plantarum, L. rhamnosus,  

L. sakei, P. acidilactici,  

P. pentosaceus   

H
ét

ér
o

fe
rm

en
ta

ir
es

 s
tr

ic
ts

 

L. brevis, L. buchneri,  L. fructosus, W. confusa, 

L. fermentum, L. fructivorans,  

L. hilgardii, L. kefir, L. oris, 
W. viridescens, 

 L. parabuchneri, L. reuteri, W. halotolerans, 

 L. sanfranciscensis, L. suebicus, W. hilgardii, 

L. vaccinostercus, L. vaginalis  

L. psittaci 
W. kandleri, 

 W. minor, W. hellenica,  

Leuconostoc paramesenteroiedes, 

 Leuconostoc. amelibiosum, 

 Leuconostoc argentinum,  

Leuconostoc lactis, 

 Leuconostoc mesenteroides, 

 Leuconostoc pseudomesenteroides, 

 Leuconostoc carnosum,  

Leuconostoc gelidum, 

  Leuconostoc fallax 

Noms de genres: L. : Lactobacillus, P. ; Pediococcus, W. : Weisella  
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4.4.  Fermentation des sources de carbone du lait 

Dans le lait, les bactéries lactiques métabolisent principalement le lactose (clivé en glucose et 

galactose) et le citrate (McSweeney et al., 2017).  

Dans le fromage, la fermentation du lactose en acide lactique par les ferments lactiques se 

produit principalement dans les premières heures de production et peut être considérée comme 

le processus de fermentation primaire. Au cours de la période d'affinage plus longue, qui peut 

durer de quelques semaines à plusieurs mois voire années, des fermentations secondaires 

peuvent se produire en raison des activités des ferments d’affinage et/ou des NSLAB (Martley 

and Crow, 1993).  

En plus du lactose résiduel, dont la concentration diminue dans le fromage pendant l’affinage, 

les NSLAB utilisent des hydrates de carbone dérivés de glycomacropeptides de caséines et de 

glycoprotéines dérivant de membranes de globules gras ainsi que le pentose issu de la lyse des 

ferments acidifiants.  

Le citrate résiduel constitue également une source de carbone utilisable pour certaines souches. 

L’activité citrate-positive de certains souches des bactéries lactiques résulte de la présence de 

gènes de transport du citrate, tel que le gène codant la citrate perméase, et du métabolisme du 

citrate. Les gènes impliqués dans le métabolisme du citrate sont parfois portés par un plasmide, 

comme chez Weissella paramesenteroides. Chez d’autres espèces, telles celles du genre 

Lactococcus, seuls les gènes de transport sont portés par un plasmide, ceux du métabolisme 

sont localisés sur le chromosome. Chez Leuconostoc mesenteroides subsp. cremoris, ces deux 

fonctions sont portées par le chromosome, ce qui lui confère un phénotype citrate-positif stable 

(Hugenholtz, 1993; Levata-Jovanovic and Sandine, 1996). 

4.5.   Conversion des constituants du lait 

Les bactéries lactiques contribuent à l'arôme et à la saveur des produits laitiers fermentés via la 

production de composés d’arômes, qui sont des produits finaux ou intermédiaires du 

métabolisme des substrats carbonés (lactose, citrate), et de leurs activités protéolytiques, 

lipolytiques et de catabolisme des acides aminés (Figure 11) (Urbach, 1995; van Kranenburg et 

al., 2002). De nombreuses enzymes sont mises en jeu dans les diverses réactions impliquées 

dans la formation des composés d’arômes (Smit et al., 2005). 
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Figure 11. Voies métaboliques conduisant à la formation des principaux composés 

d’arômes par les bactéries lactiques homofermentaires et hétérofermentaires dans les 
produits laitiers fermentés. Principales enzymes impliquées = orange italique ; réactions 

chimiques non enzymatiques =flèches en pointillé ; BCAA = acides aminés ramifiés 

(leucine, isoleucine, valine, de l’anglais Branched-Chain Amino Acids) ; Asp = aspartate ; 

Phe = phénylalanine ; Thr = thréonine ; Met = méthionine ; DMS = sulfure de diméthyle; 

DMDS = disulfure de diméthyle (adapté de (Atlan et al., 2008; Thierry et al., 2015) 

La flaveur est l’attribut sensoriel le plus affecté par la fermentation. Les substrats du lait 

(glucides, protéines, lipides, acides organiques, acides aminés, composés phénoliques, 

glycosides, etc.) sont transformés en composés d’arômes non volatils et volatils qui affectent 

non seulement le goût mais aussi l'arôme et donc l'acceptation et l’attrait des produits laitiers 

fermentés. Ces composés aromatisants confèrent une gamme de propriétés sensorielles telles 

que le sucré (e.g glycine), l'acidité (e.g. acide lactique), la saveur umami (e.g acide L-

glutamique), l'amertume (peptides hydrophobes), le fruité (esters) et des notes soufrées 

(composés soufrés volatils) (Hui and Evranuz, 2012).  

Le pyruvate issu du métabolisme du citrate peut être converti en nombreux composés tels que 

l'acétate, l'éthanol, l’acétoïne (2-hydroxy-3-butanone), le diacétyle (2,3-butanedione) et 
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l'acétaldéhyde pour équilibrer la balance redox du métabolisme cellulaire (Smit et al., 2005). 

Certaines bactéries lactiques peuvent également synthétiser de la 2,3-pentanedione à partir de 

pyruvate et de thréonine. 

Le diacétyle et la 2,3-pentanedione sont associés à un arôme de beurre qui contribue 

positivement à la flaveur d'une gamme de produits laitiers fermentés tels que le beurre, le yaourt 

et le fromage. Le diacétyle est largement produit par les bactéries lactiques, notamment par des 

espèces des genres Lactococcus, Streptococcus, Leuconostoc, Lactobacillus, Pediococcus et 

Oenococcus (Thierry et al., 2015). Ainsi, les métabolismes du lactose et du citrate chez les 

bactéries lactiques conduisent à la formation de composés volatils qui contribuent à l'arôme 

typique de certains produits fermentés, tels que le kéfir et le koumiss (éthanol), la crème fraîche 

et le babeurre (diacétyle), et le yaourt (acétaldéhyde).  

La protéolyse de la caséine, la métabolisation des peptides et des acides aminés, puis le 

catabolisme des acides aminés conduisent à la formation d’alcools, d'aldéhydes, d'acides, 

d'esters et de composés soufrés (Atlan et al., 2008). Même si d’autres voies peuvent être mises 

en jeu, une grande partie des composés d’arômes produits par les bactéries lactiques dérivent 

du catabolisme des acides aminés (principalement de la méthionine, de la phénylalanine, de la 

thréonine et des acides aminés à chaîne ramifiée) issus de la protéolyse de la caséine (Leroy 

and De Vuyst, 2004).  

Les bactéries lactiques interviennent peu dans les réactions de lipolyse, plutôt dues à l’activité 

des levures et des moisissures (Smit et al., 2005). Ces activités sont généralement plus 

importantes chez S. thermophilus et les lactobacilles que chez les lactocoques. D’une manière 

générale, on distingue les estérases qui hydrolysent de façon préférentielle les esters formés 

avec des acides gras à chaîne courte (C2 à C8), des lipases qui sont actives sur des substrats 

émulsifiés contenant des acides gras à chaînes longues (>C8) (Atlan et al., 2008). Ces enzymes 

sont aussi capables de catalyser 4 types de réactions de synthèse d’esters : l’estérification par 

condensation d’un alcool sur un acide gras; la réaction d’alcoolyse entre un alcool et un 

glycéride, dans laquelle l’alcool joue un rôle analogue à celui de l’eau dans l’hydrolyse; 

l’acidolyse par la réaction d'un ester et d'un acide et la transestérification par réaction de deux 

esters. L'estérification et l'alcoolyse seraient les deux mécanismes impliqués dans la synthèse 

d'esters dans le fromage (Abeijón Mukdsi et al., 2018; Atlan et al., 2008; Thierry et al., 2017). 

La plupart des LAB ne possèdent que des estérases intracellulaires, à l'exception de 

Lactobacillus fermentum, chez lequel une estérase associée à la surface a été isolée. En 
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conséquence, la plupart des estérases de LAB ne peuvent hydrolyser les lipides alimentaires 

avant leur libération par les bactéries lysées (Thierry et al., 2015).  

Les souches des NSLAB offrent un potentiel d’innovation dans la production des produits 

laitiers fermentés, notamment pour diversifier les notes aromatiques des produits. L'ajout de 

souches considérées comme NSLAB en tant que ferments additionnels pour la fabrication du 

fromage peut augmenter le niveau d'acides aminés libres, de peptides et d'acides gras libres, 

entraînant une augmentation de l’intensité de la flaveur et un affinage accéléré du fromage 

(Banks and Williams, 2004; Settanni and Moschetti, 2010). 

4.6.   Propriétés technologiques des bactéries lactiques 

Les bactéries lactiques utilisées comme ferments acidifiants et ferments additionnels sont 

sélectionnées selon des critères technologiques (vitesse d’acidification, résistance aux 

bactériophages) et organoleptiques (production de composés d’arômes, de dioxyde de carbone 

et d’exopolysaccharides) propres à chaque produit fermenté. D’autres critères, relatifs à leur 

innocuité, sont également à prendre en compte dans la sélection des souches. Certains de ces 

critères sont détaillés ci-après. 

a. Acidification  

La capacité des ferments lactiques à acidifier le lait par la production d’acides organiques 

(principalement l’acide lactique) est un critère principal de sélection de ferments acidifiants, en 

particulier leur cinétique d’acidification, qui est un paramètre d’importance cruciale dans les 

fabrications industrielles. L’abaissement du pH lié à la production d’acide lactique au cours de 

la fermentation change la texture et les propriétés organoleptiques du produit. L’acidification 

joue un rôle clé dans le phénomène de déstabilisation des micelles de caséines, comme détaillé 

plus haut. Ce phénomène est responsable de la formation du caillé, gel ou coagulum, des laits 

fermentés et des yaourts, et se combine au phénomène de coagulation enzymatique par la 

chymosine dans les fromages (Tamime, 2002). L’acide lactique intervient également de façon 

directe sur le goût des produits (Tungjaroenchai et al., 2004). L’acidification s’accompagne 

également d’une diminution du potentiel d’oxydoréduction, ce qui favorise le développement 

des micro-organismes anaérobies impliqués dans l’affinage des fromages (Banks and Williams, 

2004).  



43 
 

b. Production de composés d’arômes 

La production de composés d’arômes par des bactéries lactiques est un autre critère de choix 

des ferments d’affinage des fromages ou des ferments d’acidification des yaourts et des laits 

fermentés (Smit et al., 2005). Les bactéries lactiques contribuent à l'arôme et à la saveur des 

produits laitiers fermentés via leur métabolisme qui aboutit à la formation de plusieurs 

composés d’arômes ou précurseurs d'arômes (Wood and Holzapfel, 1995). Le caractère 

souhaitable ou indésirable des composés d’arômes dépend de leurs concentrations et des 

matrices alimentaires dans lesquelles ils sont produits. 

c. Production d’exopolysaccharides 

Les polysaccharides sont des polymères d’oses de très hautes masses molaires. Ils sont issus de 

différentes sources et ont été largement étudiés et utilisés pour leurs propriétés techno-

fonctionnelles dans l’industrie laitière entre autres secteurs. Ce sont des composés d’intérêt pour 

de nouvelles applications en raison de leur biocompatibilité, de leur biodégradabilité et de leur 

non toxicité. Divers polysaccharides d’intérêt sont synthétisés par des bactéries lactiques de 

tous les taxons et sécrétés dans l'environnement externe. Ces polysaccharides sont appelés 

exopolysaccharides (EPS) et peuvent avoir une composition homopolymère ou 

hétéropolymère, et des poids moléculaires élevés (10 à 1000 kDa) (Nwodo et al., 2012). Parmi 

les différentes bactéries produisant des EPS, les bactéries lactiques ont un intérêt particulier. Il 

existe en effet une grande variété d'EPS produits par les bactéries lactiques en termes de 

quantité, composition chimique, masse moléculaire, charge, présence de chaînes latérales et 

rigidité des molécules. Les EPS de bactéries lactiques jouent un rôle crucial dans l'amélioration 

de la rhéologie, de la texture et de la sensation en bouche des aliments fermentés y compris les 

produits laitiers, et ont de nombreuses propriétés applicables en médecine (activités 

antitumorales, antiulcéreuses, antioxydantes et immunostimulantes) (Sanalibaba and Cakmak, 

2016). 

La production in situ d’EPS par les bactéries lactiques joue un rôle majeur dans la production 

de produits laitiers fermentés tels que le yaourt, le fromage, la crème fraîche et les laits 

fermentés. Dans ces produits, les EPS contribuent à la texture, à la sensation en bouche, à la 

perception du goût et à la stabilité du produit final. Les EPS peuvent agir à la fois comme 

texturants et comme stabilisants, d'une part, en augmentant la viscosité du produit final et, 

d'autre part, en liant l'eau d'hydratation et en interagissant avec d'autres constituants du lait tels 

que les micelles (Duboc and Mollet, 2001). 
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d. Innocuité des bactéries lactiques 

Du fait de leur consommation par l’Homme depuis des millénaires, les bactéries lactiques des 

produits laitiers sont généralement considérées comme non pathogènes. Aux États-Unis, il 

existe une liste des souches qui possèdent le statut GRAS (Generally Recognized as Safe) 

(Drouault and Corthier, 2001). En Europe, l'Agence européenne de sécurité des aliments 

(EFSA) a proposé en 2007 le système QPS (Qualified Presumption of Safety ou présomption 

d’innocuité reconnue) qui inclut une liste d’espèces définies pour l’alimentation animale. Selon 

le système QPS, toute nouvelle souche introduite dans l’alimentation doit faire l’objet d’une 

évaluation qui repose sur quatre critères : une identification précise de la souche au niveau de 

l’espèce, un état des connaissances sur l’utilisation de l’espèce, le type d’application envisagé 

(aliment) et la preuve de son innocuité (Bourdichon et al., 2012). D'autres tests 

complémentaires peuvent être également réalisés selon le microorganisme et les conditions 

d'utilisation. L'évaluation de la non-pathogénicité peut être également déterminée par des tests 

d'adhésion sur lignées cellulaires intestinales ou sur des modèles animaux (Vankerckhoven et 

al., 2008). L'absence d'un micro-organisme de la liste QPS ne signifie pas qu'il y ait 

obligatoirement un risque associé à son utilisation. De plus, il n'y a aucune obligation en France 

d'utiliser uniquement des micro-organismes possédant un statut QPS. Cependant, au Danemark, 

il est obligatoire depuis 1974 de n'utiliser en alimentation que des espèces microbiennes ayant 

obtenu cette certification (Bourdichon et al., 2012). 

 Risques associés aux bactéries lactiques : production d’amines biogènes 

Les amines biogènes sont des molécules basiques, de faible masse moléculaire, issues 

principalement de la décarboxylation des acides aminés. La présence d’amines biogènes 

(tyramine et histamine en particulier) peut représenter un risque pour le consommateur surtout 

chez les sujets sensibles ou lors d'une ingestion massive. Ces molécules indésirables sont 

fréquemment retrouvées dans les aliments fermentés. Ces molécules ont des effets 

physiologiques négatifs lorsqu'ils se retrouvent dans la circulation systémique. Ils entraînent la 

libération d'adrénaline et noradrénaline qui va provoquer l'augmentation du rythme cardiaque, 

des nausées, des migraines ou encore une élévation de la pression sanguine (Linares et al., 

2011). Malgré les effets néfastes avérés de ces molécules, il n'existe à ce jour qu'une seule 

réglementation pour les amines biogènes, concernant l'histamine dans les produits issus de la 

pêche (200 mg/kg maximum autorisé) (EFSA Panel on Biological Hazards (BIOHAZ), 2016).  
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De nombreuses espèces de bactéries lactiques ont été décrites comme synthétisant ces 

composés dans les produits fermentés. Les genres Enterococcus, Lactobacillus, Leuconostoc, 

Oenococcus, Lactococcus et Streptococcus présentent des souches capables de produire ces 

composés (Ladero et al., 2015; Lucas et al., 2003), ce caractère pouvant être espèce- ou souche-

dépendant (Coton and Coton, 2009). Plusieurs conditions sont nécessaires pour la production 

de ces amines biogènes : la présence de précurseurs (acides aminés libres), une souche 

productrice qui possède au moins une enzyme de type aminoacide décarboxylase, un système 

de transport acide aminé/amine biogène et les conditions permettant l’expression de ce 

potentiel. L'EFSA préconise donc qu'il est préférable que les souches ajoutées dans 

l'alimentation ne produisent pas d'amines biogènes.  

La sélection des souches repose sur la recherche du potentiel de production des amines biogènes 

soit par la recherche des gènes codant pour certaines décarboxylases, enzymes qui s’expriment 

surtout lors de longs processus de fermentation (par exemple, pendant l’affinage des fromages 

(Bernardeau et al., 2008), soit par des analyses chromatographiques. 

 Risques associés aux bactéries lactiques: résistance aux antibiotiques 

Les bactéries lactiques sont connues pour être résistantes à plusieurs antibiotiques. Les bactéries 

lactiques peuvent porter et pour certaines transférer des gènes de résistance aux antibiotiques 

(Ammor et al., 2007). Une grande partie de ces bactéries, présentes dans les aliments fermentés, 

tiendraient leurs résistances de mutations. Beaucoup d'espèces de Lactobacillus possèdent des 

résistances naturelles (intrinsèques) comme celles pour la vancomycine et la teicoplanine 

(Ammor et al., 2007; Bernardeau et al., 2008). Il est possible de retrouver plusieurs résistances 

acquises, comme par exemple, la résistance au chloramphénicol (gène cat) chez des souches de 

L. reuteri et L. plantarum; et le gène de résistance à la tétracycline tet(M) chez des souches de 

L. casei, L. plantarum, L. reuteri, L. rhamnosus ou encore L. lactis (Ammor et al., 2007). 

La recherche d'antibiorésistance est effectuée par des méthodes standardisées et normalisées 

Tout d'abord, la concentration minimale inhibitrice (CMI) est déterminée pour les antibiotiques 

ciblés. Le calcul de la CMI permet de définir si une souche est résistante ou sensible à un 

antibiotique donné. Ensuite, il est possible de déterminer le point de rupture microbiologique. 

Ce point est défini grâce à l'analyse de la répartition des CMI, pour les antibiotiques choisis, et 

ce pour les populations bactériennes d'une même unité taxonomique. Lorsqu'un 

microorganisme est défini comme étant résistant à un antibiotique, il est ensuite possible de 
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déterminer son origine, intrinsèque ou acquise (European Food Safety Authority (EFSA), 

2008). 

 

5. Contrôle des contaminations fongiques 

5.1.  Contaminations fongiques des produit laitiers  

Comme indiqué précédemment, plusieurs espèces fongiques peuvent être ajoutées 

volontairement dans de nombreuses variétés de fromages mais il peut y avoir aussi le 

développement d’espèces indésirables par contamination. En effet, les produits laitiers 

fermentés sont sensibles aux contaminations fongiques malgré des conditions de stockage 

réfrigéré, les traitements thermiques du lait et la teneur en acides organiques après fermentation 

qui acidifient le produit. Néanmoins, un nombre important d'espèces fongiques peuvent 

survivre et se développer dans les produits laitiers. Cette capacité d'adaptation peut s'expliquer 

par la capacité des champignons à utiliser de nombreux substrats, notamment les glucides, les 

acides organiques, les protéines et les lipides présents dans le lait et ses dérivés (Huis in’t Veld, 

1996). De plus, ces champignons sont acidotolérants, xérotolérants et/ou psychrotolérants et, 

dans une certaine mesure, tolèrent les conservateurs chimiques qui sont parfois ajoutés pour 

augmenter la durée de conservation du produit. Parmi les micromycètes indésirables, de 

nombreuses espèces sont connues pour altérer les produits laitiers comme récemment confirmé 

par (Garnier et al., 2016), le genre Penicillium étant largement représenté. On notera cependant 

que les caractéristiques intrinsèques et les facteurs extrinsèques associés à une matrice vont 

influencer le développement de certains genres ou espèces fongiques. Ceci, combiné à une 

contamination en général par un nombre faible de spores, conduit à la dominance d’une à 

quelques espèces fongiques. Leur présence dans les produits laitiers peut entraîner plusieurs 

types d'altération, par exemple la croissance visible du champignon à la surface du produit, des 

défauts de texture et la production de métabolites causant des odeurs indésirables (Ledenbach 

and Marshall, 2009). 

Le contrôle de l’altération fongique est une préoccupation pour les industriels et les 

scientifiques qui recherchent des solutions efficaces pour prévenir et / ou limiter le 

développement de champignons dans les produits laitiers. Différentes méthodes traditionnelles, 

également appelées technologies « barrières », sont mises en œuvre pour contrôler ces 
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contaminations : traitement de l'air, procédures de nettoyage et de désinfection, traitement 

thermique, réduction de l'activité de l'eau par saumurage, réfrigération, conditionnement sous 

atmosphère modifiée (Garnier et al., 2017). La fréquence et le taux d'altération de nombreux 

produits laitiers peuvent être réduits ou retardés par l'application d'un ou plusieurs de ces 

traitements. Des conservateurs chimiques, considérés comme des additifs alimentaires, peuvent 

être également être ajoutés. Cependant, l’augmentation de la résistance fongique à ces 

conservateurs et surtout la demande des consommateurs pour des produits plus «naturels», ainsi 

que l’évolution de la législation ont conduit les producteurs laitiers industriels à trouver des 

approches de contrôle complémentaires. Cette situation a conduit au développement de 

nouvelles technologies de préservation telles que l'utilisation de cultures bioprotectrices 

5.2.   Bioprotection par des bactéries lactiques 

Les bactéries lactiques sont exploitées empiriquement comme micro-organismes de 

bioprotection depuis des siècles. Comme définie précédemment, la bioprotection consiste en 

l’utilisation de micro-organismes et/ou de leurs métabolites sélectionnés pour leur capacité à 

inhiber la croissance de micro-organismes indésirables (pathogènes, micro-organismes 

d’altération), et ainsi protéger et allonger la durée de vie des aliments crus (Stiles, 1996). L'effet 

conservateur des bactéries lactiques est principalement dû à la production d'un ou de plusieurs 

composés actifs dotés de propriétés antimicrobiennes, tels que les acides lactique et acétique, 

qui intensifient leur action en réduisant le pH des aliments. Un des critères de sélection des 

souches comme ferment additionnels de bioprotection est leur pouvoir d’inhiber les 

contaminants, en particulier ceux résistants aux pH acides et capables de se développer à basse 

température.  

Dans le cadre de la bioprotection, certaines bactéries lactiques peuvent produire des 

bactériocines, des peptides de faible masse moléculaire avec un mode d'action antibactérien 

(Gálvez et al., 2007). Les bactériocines suscitent de plus en plus d'intérêt en raison de leur large 

spectre antibactérien et de leur application possible dans les aliments tels que la viande et les 

produits à base de poisson, les fruits et légumes, les céréales et les boissons (Cleveland et al., 

2001). De plus, les bactériocines dérivées de bactéries lactiques attirent l’industrie alimentaire 

en raison de leur activité contre les principaux pathogènes à Gram positif impliqués dans des 

intoxications alimentaires, tels que Clostridium botulinum, Listeria monocytogenes ou 

Staphylococcus aureus. L'utilisation de bactériocines en tant que poudres purifiées et, par 

conséquent, en tant qu'additifs alimentaires, nécessite une évaluation exhaustive des effets 
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toxicologiques avant leur acceptation légale. Pour cette raison, seules la nisine et la pédiocine 

PA-1 sont exploitées commercialement à ce jour (Sobrino-López and Martín-Belloso, 2008). 

Le bactériocines sont largement connues pour leur activité antibactérienne mais un petit nombre 

de bactériocines ont montré une activité antifongique, comme par exemple la pentocine TV35b 

qui inhibe Candida albicans (Okkers et al., 1999) et des bactériocines de deux souches de L. 

plantarum contre Fusarium parasiticus (Luz et al., 2017).  

Concernant, l’activité antifongique des bactéries lactiques celle-ci n’est pas encore totalement 

élucidée, aussi bien du point de vue des molécules impliquées que de celui des mécanismes 

d’action. Cependant, la liste des composés antifongiques produits par les bactéries lactiques ne 

cesse de s’allonger. Il s’agit de métabolites primaires et secondaires issus de la fermentation et 

des différentes voies de dégradation utilisées par les bactéries lactiques. Ces dernières 

produisent plusieurs composés antifongiques, notamment des acides organiques (acide lactique, 

acide acétique, acide phényllactique, acide caproïque), du dioxyde de carbone, du peroxyde 

d’hydrogène, du diacétyle, de l’éthanol, des acides gras, des peptides et de la reutérine (Crowley 

et al., 2013a).. La plupart des molécules antifongiques ont ainsi une fonction primaire dans 

l’élaboration sensorielle et nutritionnelle des produits laitiers fermentés (Strom et al., 2002). 

Comme évoqué précédemment certains peptides peuvent avoir des activités antifongiques. Un 

nombre limité de peptides antifongiques produits ont été rapportés et identifiés, tels que cyclo 

(Phe-OH-Pro), cyclo (Phe-Pro) (Magnusson et al., 2003), cyclo (Leu-Leu) (Yang and Chang, 

2010), et des mélange de peptides (Coda et al., 2011). La plupart des peptides rapportés 

proviennent de l'hydrolyse des composants du milieu en présence de bactéries lactiques. 

L’utilisation des bactéries lactiques pour la bioprotection des produits laitiers peut être 

envisagée de trois manières (Stiles, 1996) comme montré dans la Figure 12: (i) par ajout de 

métabolites purifiés ou semi-purifiés, (ii) par ajout du surnageant de culture sans bactéries (ou 

CFS pour cell-free culture supernatant) ou de fermentat (milieu fermenté contenant les 

bactéries), qui apportent les métabolites produits par les bactéries dans le milieu, et (iii) à travers 

la production de métabolites in situ par l’ajout des bactéries en tant que ferment additionnels. 

Actuellement, la troisième option est la plus largement envisagée pour assurer la production de 

composés antimicrobiens naturels dans l’aliment fermenté (Axel et al., 2016b, 2016a; 

Delavenne et al., 2015; Le Lay et al., 2016b). 
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5.3.   Bactéries lactiques bioprotectrices : applications et mécanismes 

d’action 

Cette partie fait l’objet d’un article scientifique de synthèse intitulé « Antifungal Microbial 

Agents for Food Biopreservation—A Review» et publié dans le journal Microorganisms pour 

une édition spéciale ayant pour titre «Beneficial Microorganisms for Food Manufacturing - 

Fermented and Biopreserved Foods and Beverages». 

Cet article avait pour objet de synthétiser et discuter : (i) les contaminants fongiques dans 

différents aliments comme les fruits et légumes post-récolte et les aliments transformés (i.e 

boissons fermentées et non fermentées, produits de boulangerie, produits de charcuterie et 

produits laitiers), (ii) les différents micro-organismes (levures, champignons filamenteux, 

bactéries lactiques et autres bactéries) utilisables en bioprotection pour lutter contre ces 

contaminants, et (iii) leurs mécanismes d’action, c’est-à-dire les moyens par lesquels ces micro-

organismes antifongiques inhibent les contaminants fongiques (i.e. production des composés 

antifongiques, formation des biofilms, compétition pour les nutriments). Cet article est orienté 

vers l’étude de l’activité antifongique des micro-organismes in situ dans les aliments et passe 

également en revue les contraintes associées à l’utilisation et la mise sur le marché de ces micro-

organismes pour la bioprotection des aliments. Ces contraintes couvrent les aspects : innocuité, 

modes d’utilisation des cultures antifongiques, techniques pour augmenter l’activité 

antifongique, impacts sur les caractéristiques organoleptiques des aliments et efficacité en 

production à grande échelle. 

Ce paragraphe résume l’état de l’art des connaissances sur l’utilisation de bactéries lactiques et 

propioniques pour la bioprotection des produits laitiers et leur mécanisme d’action (en vert dans 

la Figure 12). La synthèse bibliographique ouvre une vue plus étendue des applications de la 

bioprotection comme lutte contre les contaminations fongiques des aliments, schématisée sur 

la Figure 12. Malgré la diversité des aliments et des micro-organismes (bactéries lactiques, 

autres bactéries, levures et champignons filamenteux), les questionnements liés au 

développement de cultures antifongiques, comme le développement d’une démarche de 

criblage de micro-organismes à activité antifongique, l’importance de validation in situ dans 

l’aliment, les mécanismes d’action impliqués, sont communs quel que soit le couple 

aliment/microorganisme considéré. 
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Figure 12. Schéma du contenu de l’Article 1: ‘Antifungal Microbial Agents for Food 

Biopreservation—A Review’ décrivant les contaminations fongiques dans des aliments 

post-récolte (rectangle jaune) et transformés (rectangle orange), l'utilisation des différents 

micro-organismes pour la bioprotection de ces aliments et leur mode d'application, ainsi 

que les mécanismes d’actions des micro-organismes et les contraintes à prendre en compte 

avant leur mise sur le marché. Le texte en vert concerne directement les éléments étudiés 

au cours de cette thèse (ferments additionnels antifongiques dans les produits laitiers). 
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Article 1 

Antifungal Microbial Agents for Food Biopreservation 

—A Review 
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Depuis la publication de cet article de synthèse en juillet 2017, près de 30 articles se sont 
intéressés à la recherche de nouvelles souches de bactéries lactiques à activité antifongique, 
dont 40% incluaient une étude de l’activité antifongique des souches étudiées in situ. Ces 
applications concernaient principalement des produits de boulangerie (Barman et al., 2017; 
Bustos et al., 2018; Nionelli et al., 2018; Quattrini et al., 2018; Russo et al., 2017), quelques 
produits laitiers fermentés, des céréales (Bartkiene et al., 2018; Cosentino et al., 2018; 
Juodeikiene et al., 2018; Lačanin et al., 2017; Sriwattanachai et al., 2018) et la viande (Castro 
et al., 2017; da Silva Sabo et al., 2017). Le Tableau 9 présente les études concernant les 
produits laitiers, dont seulement une a exploré l’impact des cultures bioprotectrices sur les 
caractéristiques organoleptiques (Cosentino et al., 2018).  

Dans l’article présenté, les interactions entre les 3 acteurs dans un contexte de bioprotection a 

été schématisé d’un point de vue général. Dans la Figure 13, le diagramme de l’article a été 

adapté au contexte plus spécifique de la bioprotection des produits laitiers fermentés par l’ajout 

de bactéries lactiques comme ferments additionnels à activité antifongique et qui a fait l’objet 

de ma thèse. 

 

Figure 13. Diagramme représentant les interactions possibles entre les produits laitiers 

fermentés, les contaminants fongiques et les cultures antifongiques en tant que ferments 

additionnels dans un contexte de bioprotection. ROS : espèce d'oxygène réactif, [N] : 

teneur en nutriments, H% : hygrométrie.  
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Tableau 9. Bactéries lactiques bioprotectrices ajoutées en tant que ferment additionnel à activité antifongique dans des produits laitiers 

(données de la littérature sur la période 2014-2018) 

Nom des souches antifongiques  
(nombre de souches efficaces in situ/nombre de souches 

testées) 

 Tests In 

situ  

Biotope d’origine des 
souches antifongiques 

Cibles fongiques inhibées Référence  

Lactobacillus harbinensis K.V9.3.1Np , Lactobacillus 

rhamnosus K.C8.3.1I et Lactobacillus paracasei K.C8.3.1Hc1 
(3/11) 

yaourt lait de vache et chèvre 

Debaryomyces hansenii, Kluyveromyces 

lactis, Kluyveromyces marxianus, Penicillium 

brevicompactum, Rhodotorula mucilaginosa 

and Yarrowia lipolytica  

(Delavenne et al., 2013a) 

 Lactobacillus casei AST18 (1/1) yaourt produits laitiers chinois  Penicillium sp. (Li et al., 2014a) 

Lactobacillus paracasei DCS302 yaourt Non détaillé 
Penicillium sp. nov. DCS 1541,  
Penicillium solitum DCS 302  

(Aunsbjerg et al., 2015) 

Lactobacillus harbinensis K.V9.3.1Np (1/2) yaourt lait de vache  Yarrowia lipolytica  (Delavenne et al., 2015) 

Lactobacillus reuteri INIA P57 
fromage à 
pâte pressée  

fèces de porc  Non-indiqué  
(Gómez-Torres et al., 
2016) 

Lactobacillus amylovorus DSM 19280 (1/1) 
fromage 
Cheddar  

céréales 
Penicillium expansum FST 4.22 et 
champignons environnementaux 

(Lynch et al., 2014) 

12 souches de Lactobacillus plantarum (12/897) cottage  
herbes fraîches, fruits et 
légumes 

Penicillium commune (Cheong et al., 2014) 

Lactobacillus rhamnosus A238, Lactobacillus rhamnosus A119 
(2/5)  
Combinaison de Lactobacillus rhamnosus A238 avec Bifidum 

animalis subsp. lactis A026, et de 

 Lactobacillus rhamnosus A119 avec Bifidum animalis subsp. 

lactis A026 

cottage  non-détaillé Penicillium chrysogenum  (Fernandez et al., 2017) 

Lactobacillus plantarum 4/16868, 1/14537, C1col15, et 
Lactobacillus brevis DSM 32516 (4/22) 

fromage 
caciotta  

lait cru, fromages et 
saucisses 

Penicillium chrysogenum ATCC 9179 et 
Aspergillus flavus ATCC 46283 

(Cosentino et al., 2018) 

Lactobacillus paracasei SYR90,  

Lactobacillus plantarum OVI9  
Lactobacillus rhamnosus BIOIII28 (3/89 et)  
Pediococcus spp. (0/23)  

yaourt 
viande et produits laitiers 
fermentés  

Rhodotorula mucilaginosa et Penicillium 

brevicompactum  
(Lačanin et al., 2017) 
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Des avancées très significatives dans le domaine des bactéries lactique antifongiques ont été 

réalisées au cours des dernières années. Cependant, il existe certaines limitations et manques 

de connaissance. Bien qu'il y ait beaucoup de publications récentes sur les applications 

antifongiques, seul un petit nombre de ces études ont considéré la qualité du produit final, en 

intégrant des évaluations sensorielles. L’évaluation sensorielle est une condition préalable à 

l'application antifongique des bactéries lactiques dans les aliments, car les composés 

antifongiques produits peuvent altérer leurs propriétés organoleptiques. Il est également 

intéressant de noter que très peu de cultures commerciales sont disponibles sur le marché, peut-

être parce que l'activité antifongique d'une souche donnée dépend de nombreux paramètres 

physico-chimiques, du processus de production alimentaire et de la capacité des souches à 

produire les composés in situ dans le produit alimentaire. Les questions d'innocuité sont 

également des facteurs importants qui, jusqu'à présent, n'ont pas été pris en compte pour toutes 

les souches antifongiques, alors que l’évaluation de l’'innocuité devrait être systématique lors 

de la caractérisation d'une souche antifongique. Les efforts futurs devraient également portér 

sur l'élargissement des connaissances concernant la nature des composés antifongiques 

produits. 
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Objectifs de la thèse 
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Dans ce contexte, notre objectif principal a été de caractériser l’activité antifongique des 
cultures antifongiques applicables en tant que ferment de bioprotection dans des produits 
laitiers.  

Stratégie  

Dans cet objectif, la première étape a été de sélectionner des souches utilisables comme 

ferments additionnels et de les associer pour maximiser l’activité antifongique contre des cibles 

fongiques choisies. La seconde étape a consisté à évaluer leur applicabilité dans les produits 

laitiers. Enfin, nous avons déterminé les composés antifongiques produits par ces cultures 

potentiellement supports de cette activité. Pour ce faire, nous avons effectué différentes études 

récapitulées dans la Figure 1, pour répondre à un certain nombre de questionnements 

scientifiques :  

Q1: Quelles sont les souches présentant une activité antifongique en tant que ferment 

additionnel ?  

Q2: Y-a-t-il un intérêt à combiner des souches efficaces ?  

Q3: Quelle est l’efficacité et l’applicabilité des cultures antifongiques à l’échelle pilote ?  

Q4: Quels sont les composés potentiellement supports de l’activité antifongiques observée ? 

Dans la première partie de la thèse, pour sélectionner des souches efficaces dans des produits 

laitiers de composition différente, préparés avec différents diagrammes technologiques 

(température et temps d’incubation notamment) nous avons criblé, pour leur activité 

antifongique, un ensemble de souches de bactéries lactiques et propioniques présélectionnées. 

Ces souches ont été testées comme ferments additionnels dans deux modèles laitiers (modèle 

fromage et yaourt) (Q1). Ensuite, pour déterminer si les combinaisons des souches 

augmentaient l’activité antifongique de souches issues du criblage, nous avons criblé l’activité 

antifongique des combinaisons des souches dans ces deux modèles laitiers. Ces résultats nous 

ont permis de sélectionner 3 combinaisons binaires de lactobacilles présentant des activités 

antifongiques intéressantes (Q2). Avant les essais à échelle pilote, pour vérifier l’innocuité de 

ces combinaisons, les souches conformant les combinaisons ont été étudiées pour évaluer leur 

capacité à produire des amines biogènes et antibiorésistance. Nous avons ensuite évalué, pour 

les 2 combinaisons retenues, leur efficacité leur applicabilité, c’est-à-dire l’absence d’impact 

négatif de ces cultures sur la cinétique d’acidification du produit et sur ses caractéristiques 

sensorielles dans deux produits laitiers fabriqués à l’échelle pilote (crème fraiche et fromage à 
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pâte pressée à croûte morgée) (Q3). Pour chaque produit laitier, l’efficacité des combinaisons 

a été testée via des challenge tests contre 2 ou 3 cibles fongiques choisies selon le produit 

considéré ainsi que via des tests d’usage contre des contaminants fongiques « naturels » pour 

simuler des conditions chez le consommateur.  

Dans une deuxième partie de la thèse, nous avons cherché à identifier les composés 

potentiellement impliquées dans l’activité antifongique des combinaisons sélectionnées, dans 

les 4 produits laitiers précédemment étudiés (yaourt, modèle fromage, crème fraîche et fromage 

à pâte pressée) (Q4). Différentes méthodes ciblées ont été mises en œuvre pour identifier et/ou 

quantifier le plus grand nombre de molécules connues pour leurs propriétés antifongiques : 

HPLC (High Performance Liquid Chromatography) avec détection par UV et réfractométrie 

pour les acides organiques, LC-Q-TOF-MS (Liquid Chromatography-Quadrupole-Time Of 

Flight-Mass Spectrometry) et GC-FID (Gas Chromatography) pour les acides organiques et les 

acides gras; Une méthode non ciblée, HS-GC-MS (Head Space trap- Gas Chromatography 

mass spectrometry), a été utilisée pour détecter les composés volatils.  

En parallèle des approches expérimentales, une synthèse bibliographique a été réalisée et a fait 

l’objet de l’article 1. Elle montre comment l’activité antifongique résulte des interactions entre 

un aliment, un agent antifongique et un contaminant fongique.  

Ce travail de thèse concerne les interactions entre les produits laitiers (aliment) et des cultures 

antifongiques utilisées comme ferments additionnels de bioprotection (agent antifongique). En 

ce qui concerne les contaminants fongiques, dans ce travail de thèse, ils n’ont été considérés 

que comme un moyen d’évaluer l’activité antifongique des cultures et de sélectionner des 

micro-organismes d’intérêt. 

Le troisième chapitre de ce manuscrit, intitulé « Discussion générale », discute les résultats les 

plus marquants de cette thèse, évalue leur impact sur la bioprotection des produits laitiers et 

décrit les perspectives pour des travaux futurs. 

Enfin, la dernière partie, intitulée « Valorisation du travail de thèse » met en avant les 

communications affichées et orales effectuées au cours de ces trois années de thèse. 



93 
 

 

Figure 14. Récapitulatif du contenu de la synthèse bibliographique du Chapitre I et des 

différentes étapes des travaux de thèse présentés en 2 parties dans le Chapitre II.  

Les  verts signalent les travaux ayant fait l’objet d’articles scientifiques inclus dans ce 
manuscrit : L’article 1 se situe en amont des aspects expérimentaux et correspond à une 
synthèse bibliographique large concernant les agents microbiens antifongiques utilisés pour la 
bioprotection des aliments, l’article 2 couvre l’essentiel des travaux de la Partie 1 de cette thèse, 
l’article 3 décrit la méthode de criblage à haut débit en modèle laitier developpée, l’article 4 
porte sur l’evaluation de l’innocuité de souches issues du criblage, et l’article 5 sur la Partie 2 
de cette thèse determinant les composés antifongiques potentiellement supports de l’activité 
antifongique. 
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Chapitre II. Résultats 
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Partie 1. Développement de cultures antifongiques 

pour la bioprotection des produits laitiers 
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 Contexte  

Ces dernières années, la demande des consommateurs pour plus de naturalité des produits 

alimentaires et l’évolution de la règlementation a conduit à développer des solutions 

alternatives comme la bioprotection. En particulier, de nombreux travaux de recherche ont 

exploré le potentiel de certains micro-organismes à inhiber les contaminations fongiques dans 

le but de développer des cultures bioprotectrices. Les bactéries lactiques et propioniques 

capables de se développer dans les produits laitiers sont par conséquent des bonnes candidates 

pour la bioprotection des produits laitiers. L’activité antifongique diffère entre espèces mais 

aussi entre souches d’une même espèce et selon la cible fongique considérée, il est donc 

important de disposer d’une vaste collection de souches de bactéries lactiques et propioniques, 

et de cibles fongiques pour pouvoir étudier leur potentiel antifongique. Il est important de noter 

que si de nombreuses études ont rapporté l’existence de souches à activité antifongique, le 

nombre de cultures pour la bioprotection des produits laitiers contre les contaminations 

fongiques disponibles est restreint. Les raisons possibles de ce différentiel correspondent, entre 

autres critères détaillés dans l’article de synthèse bibliographique présenté dans le chapitre 

précèdent, à i) l’écart d’activité antifongique observée entre conditions in vitro et in situ, ii) la 

viabilité des souches dans le produit en tant que levain, iii) l’innocuité des souches et iv) les 

impacts indésirables au niveau technologique et organoleptique dans le produit. Les cultures 

commerciales disponibles listées dans le Tableau 2 (Article 1) incluent 3 cultures 

bioprotectrices antifongiques pour la bioprotection des produits laitiers qui combinent chacune 

2 espèces de bactéries lactiques et/ou propioniques. En effet, les quelques études réalisées sur 

l’intérêt potentiel d’associer des souches de bactéries pour la bioprotection de produits laitiers 

et d’autres aliments montrent que, dans certains cas, il y a une amélioration de l’activité 

antifongique en comparaison avec les cultures pures de souches constituant la combinaison.  

 Questionnement scientifique 

Cette première partie de la thèse visait à sélectionner des cultures à activité antifongique 

efficaces et applicables comme ferments additionnels dans des produits laitiers. 
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 Stratégie de recherche 

En tenant compte des critères de sélection des souches à étudier, l’effet d’association de souches 

d’intérêt et les différentes contraintes décrites pour répondre à l’objectif de cette partie, nous 

avons déterminé quelles étaient les bactéries présentant une activité antifongique dans un milieu 

laitier (Q1), s’il y avait un intérêt à associer des souches pour augmenter l’activité antifongique 

et le spectre d’action (Q2), et quels étaient l’efficacité et l’impact des cultures antifongiques sur 

des produits réels (Q3). Afin d’éviter l’écart connu d’efficacité entre milieux synthétiques et 

aliments, l’ensemble des approches a été réalisé dans des matrices laitières. 

Pour ce faire, dans la première partie de ce travail, nous avons évalué le potentiel antifongique 

de 32 souches bactériennes, l’effet des ferments technologiques et l’intérêt de combiner des 

souches dans les matrices laitières. Pour évaluer rapidement l’activité antifongique, nous avons 

utilisé une méthode de criblage haut-débit dans une matrice mimant le fromage, appelée dans 

cette thèse « modèle fromage » et une matrice « yaourt ». La méthode haut-débit en matrice 

fromage a fait l’objet de l’Article 3 présentée en annexe de cette partie. L’activité antifongique 

des souches a été évaluée contre 4 cibles fongiques isolées de produits laitiers contaminés 

(Mucor racemosus UBOCC-A-116002, Penicillium commune UBOCC-A-116003, 

Galactomyces geotrichum UBOCC-A-216001 et Yarrowia lipolytica UBOCC-A-216006) et 

comparée à deux cultures bioprotectrices commerciales. Cette première étape in vitro et une 

vérification préliminaire de l’innocuité des souches (ayant également fait l’objet d’une 

valorisation sous forme d’une publication présentée en annexe de cette partie - Article 4-) ont 

permis de sélectionner des combinaisons de souches pour valider leur activité antifongique in 

situ, à l’échelle pilote, par le biais de challenge-tests et de tests d’usage pour deux produits 

laitiers, à savoir la crème fraîche et une pâte pressée à croûte morgée. De plus, leur impact sur 

les qualités organoleptiques des produits laitiers a été évalué. 

Les résultats de ces travaux pour la sélection de cultures à activité antifongique efficaces et 

applicables comme ferments additionnels de bioprotection dans des produits laitiers font l’objet 

d’un article (Article 2) accepté dans le journal « Frontiers in Microbiology / section Food 

Microbiology ». Cet article est présenté ci-après sous sa forme publiée. 
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Article 2 

Antifungal Activity of Lactic Acid Bacteria Combinations 

in Dairy Mimicking Models and their Potential as 

Bioprotective Cultures in Pilot Scale Applications 
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Supplementary 1. Descriptors used by the jury during the sensory evaluation 

 

Translation Original descriptors (French) 

acidic acide 

after-taste arrière-goût 

balanced équilibré 

bitter taste arrière-goût amer, amer 

cheese flavor goût fromage 

different after-taste arrière-goût diffèrent 

different flavor goût diffèrent 

firm texture ferme, texture compacte 

melting fondant en bouche 

mild flavor goût doux, goût faible 

lactic lactique 

no holes pas d’ouvertures 

not melting manque de fondant 

nutty after-taste arrière-goût noisette 

odorless odeur neutre 

pronounced flavor goût marqué, goût prononcé 

pungent piquant 

slightly acidic légèrement acide 

smooth texture texture lisse 

a few holes peu d’ouvertures, peu de trous 

sour cream flavor type crème fraîche 

sweet sucré 

tasteless fade, goût neutre, peu de goût, peu 
gouté, goût neutre, pas très goûtu 
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 Résultats majeurs 

i. Criblage de l’activité antifongique  

L’activité antifongique d’une sélection de 32 souches bactériennes appartenant à 12 espèces 

des genres Lactobacillus, Leuconostoc et Propionibacterium, issues des collections du 

LUBEM, de la collection de culture de l’Université de Bretagne Occidentale (UBOCC) et du 

Centre International de Ressources Microbiennes - Bactérie d’Intérêts Alimentaires (CIRM-

BIA), a été criblée dans deux modèle laitiers (Tableaux 1 de l’article 3). Ces souches ont été 

sélectionnées selon trois critères : i) une diversité d’espèces connues pour leur potentiel 

antifongique, ii) la possibilité d’application comme levains additionnels en technologie laitière, 

mais également iii) sur la base de précédents travaux de criblage réalisés en tant que fermentats 

(Garnier et al., 2018).  

La méthode de criblage à haut débit dans le modèle fromage a été développée pour l’évaluation 

de l’activité antifongique de bactéries lactiques pour la bioprotection de produits laitiers sous 

formes de i) fermentats (fermentation d’un substrat laitier par des bactéries lactiques), ii) de 

ferments additionnels et iii) de métabolites purifiés. Cette méthode de criblage pour évaluer des 

ferments additionnels a fait l’objet d’un article publié sous forme de « Technical Note » dans la 

revue « Journal of Dairy Science » (Article 3 en annexe de cette Partie 1) et les résultats de 

l’activité antifongique de certaines souches de cette Partie 1 en tant que ferments y sont 

présentés. Ce travail a montré que les bactéries lactiques qui présentaient une activité en tant 

que fermentat présentaient également une activité lorsqu'elles étaient utilisées directement 

comme ferment. L’effet antifongique des souches ajoutées comme ferments est supérieur dans 

73% des cas (n=44) à celui des fermentats des souches correspondantes (Tableau 1 - Article 3).  

Dans ce travail de thèse, nous avons étendu la méthode haut-débit de criblage de l’activité 

antifongique à la matrice « yaourt » afin d’évaluer l’effet « matrice ». Cette méthode de criblage 

dans 2 matrices laitières a permis évaluer l’activité antifongique des souches sélectionnées à 

différents niveaux d’inoculum, en présence de divers ferments acidifiants, en combinant des 

souches par 2 et 3, et en testant plusieurs cibles fongiques.  

L’évaluation de l’activité antifongique en présence de différents ferments acidifiants a montré 

un faible effet du ferment acidifiant sur l’activité antifongique. Au contraire, les résultats ont 

montré un impact significatif de la matrice (modèle fromage et yaourt) qui pourrait être lié à 

différents paramètres comme le couple temps/température d’incubation, le pourcentage de 
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matière grasse, le pH et le levain technologique. Dans les conditions testées, les souches du 

genre Leuconostoc et Propionibacterium ont présenté une faible activité antifongique, pouvant 

s'expliquer par une croissance plus lente comparativement aux souches de Lactobacillus spp. 

Concernant les cibles fongiques, toutes ont été inhibées, même si les effets pouvaient se montrer 

contrastés, les champignons filamenteux M. racemosus et P. commune se sont avérés être plus 

sensibles que les levures testées. Cinq souches de lactobacilles, L. plantarum CIRM-BIA1113 

et CIRM-BIA1112, L. rhamnosus L244, L. brevis L128 et L. harbinensis L172, considérées 

comme les plus efficaces et présentant un large spectre d'activité sur les deux matrices, ont été 

retenues pour évaluer l’intérêt de combiner des souches.  

ii. Combinaison des souches 

L’évaluation de l’activité antifongique de 13 combinaisons binaires et ternaires, à partir des 5 

souches sélectionnées dans la première étape, a permis de sélectionner 3 combinaisons binaires 

avec une activité antifongique égale voire supérieure à celle des cultures commerciales 

sélectionnées comme référentiel. Ces 3 combinaisons binaires correspondent à L. plantarum 

L244 combiné soit à L. harbinensis L172 (combinaison A1), soit à L. brevis (combinaison A2), 

soit à L. rhamnosus (combinaison A3). Ces 3 combinaisons ont montré un spectre d’activité 

contre 10 cibles fongiques analogue en comparaison avec les souches constituant ces 

combinaisons, mais une inhibition plus marquée en combinaison (Tableau 2 de l’article 2). Ces 

combinaisons ont été choisies selon différents critères : i) réduction du nombre de cultures à 

tester in-situ, ii) activité antifongique supérieure à celle des cultures pures correspondantes, iii) 

inhibition au moins égale à celle des cultures antifongiques commerciales et iv) diversité 

d’espèces pour l’adaptabilité aux technologies en termes de viabilité d’au moins une des 

souches de la combinaison. Les populations minimales à inoculer pour observer une activité 

inhibitrice variaient entre 106 et 2.107 UFC/mL selon les cibles fongiques, les combinaisons et 

la matrice laitière. 

iii. Application des cultures antifongiques in situ 

La combinaison A2 a été écartée pour l’application in situ à l’échelle pilote car la souche 

L. brevis L128, présente dans cette combinaison, possède des gènes impliqués dans les voies 

de production des amines biogènes, tyramine (tyrdc) et putrescine (agdi). Cette partie de l’étude 

portant sur l’évaluation de l’innocuité des souches des combinaisons sélectionnées dans la 

première étape du criblage in vitro (et d’autre souches qui ne font pas partie des résultats de 
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cette thèse) ont fait l’objet de l’Article 4 « Biogenic amine and antibiotic resistance profiles 

determined for lactic acid bacteria and a Propionibacterium prior to use as antifungal 

bioprotective cultures» placé en annexe de cette première partie.  

Les cultures A1 et A3 ont donc été ajoutées en tant que ferments additionnels pendant la 

production à l’échelle pilote de crème fraîche et de pâte pressée à croute morgée, en 

comparaison avec des cultures antifongiques commerciales, et le sorbate et la natamycine 

comme références de conservateurs chimiques antifongiques. Les combinaisons A1 et A3 ont 

été ajoutées à 3 niveaux d’inoculum dans la crème fraîche dû à la facilité de fabrication de cette 

matrice comparée à celle du fromage à pâte pressée pour lequel un seul inoculum a été testé 

(inoculum recommandé pour la culture commerciale). Ces produits ont été caractérisés par des 

tests d’activité antifongique (challenge tests contre des cibles inoculées et tests d’usage), des 

analyses microbiologiques (ferment acidifiant et cultures antifongiques), biochimiques (suivi 

du pH, composition, teneur en matière sèche) et sensorielles. 

Application de cultures antifongiques dans la crème fraîche  

L’activité antifongique des cultures sélectionnées a été validée dans la crème fraîche, contre 3 

cibles fongiques, P. commune UBOCC-A-116003, M. racemosus UBOCC-A-116002 et R. 

mucilaginosa UBOCC-A-216004 en challenge test, mais aussi contre des contaminations 

naturelles ambiantes lors des tests d’usage. La combinaison A1 a montré le plus large spectre 

d’action. En effet, c’était la seule culture capable d’inhiber totalement la croissance des trois 

cibles fongiques inoculées et d’inhiber P. commune et R. mucilaginosa pendant plusieurs jours. 

A1 a permis un retard de croissance de 1 à 5 jours de M. racemosus, de 24 jours de P. commune 

et de 14 jours de R. mucilaginosa. L’association A3 n’a pas eu d’effet contre M. racemosus, 

mais a montré une inhibition totale de 2 à 7 jours de la croissance de P. commune et de 7 jours 

de R. mucilaginosa au niveau d’inoculation > 5.106 UFC/mL. Au niveau de l’inoculum 106 

UFC/mL, l’association A3 a eu un potentiel inhibiteur des cibles fongiques proche de la culture 

commerciale. Le sorbate, a montré une forte activité antifongique de la même façon que 

l’association A1 à un niveau d’inoculum ≥ 5. 106 UFC/mL contre P. commune. Lors du test 

d’usage, les cultures bioprotectrices A1 et A3 ont montré une forte inhibition et un large spectre 

d’action contre des contaminants fongiques naturels, inhibant les 8 espèces fongiques 

identifiées dans la crème fraîche témoin sans aucun antifongique ajouté.  
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La viabilité des cultures antifongiques n’a pas été impactée pendant la fabrication de crème 

fraîche, la population a augmenté d’1 log UFC/g quel que soit son niveau initial dans ces 

conditions de fabrication. L’absence d’inhibition antifongique n’est pas due donc à l’incapacité 

des souches à se développer dans ce produit laitier. Ces résultats permettent de conclure que 

l’association A1 doit atteindre une population supérieure à 7 log UFC/g pour inhiber totalement 

les trois cibles fongiques testées. Par contre, l’activité antifongique de l’association A3 contre 

P. commune n’était observée que pour une population atteinte de 8 log UFC/g.  

Le suivi du pH et le dénombrement des levains ont montré que les cultures antifongiques A1, 

A3 et commerciale n’impactaient ni la croissance ni la cinétique d’acidification des levains 

technologiques. Les crèmes fraîche inoculées avec les cultures antifongiques à 2.107 UFC/mL 

ont montré une post-acidification plus marquée que les crèmes fraîches sans antifongiques après 

4 semaines de stockage à 10°C.  

Les analyses sensorielles ont montré que les cultures A1, A3 et la culture commerciale 

impactaient principalement l’acidité de la crème fraîche, mise à part la culture A1 à un niveau 

d’inoculation de 106 UFC/mL.  

Application de cultures antifongiques dans la pâte pressée  

Concernant cette seconde matrice, l’activité des cultures antifongiques a été testée en challenge 

test contre 2 cibles fongiques sélectionnées, P. commune UBOCC-A-116003 et M. racemosus 

UBOCC-A-116002. L’inhibition de ces cibles fongiques par les cultures antifongiques et le 

conservateur chimique de référence était moins marquée qu’en crème fraîche, avec une 

inhibition maximale de 9 jours observée pour la natamycine contre M. racemosus. L’activité 

antifongique d’A1 était égale voire supérieure à celle de la culture commerciale en inhibant 

seulement M. racemosus, alors qu’A3 était la seule culture bioprotectrice capable d’inhiber P. 

commune. L’activité antifongique observée lors du test d’usage dans des morceaux de fromage 

affiné 4 semaines a été plus marquée que celle observée lors du challenge test des fromages 

non-affinés. Les résultats du test d’usage ont montré que les cultures antifongiques A1 et A3 

peuvent protéger le fromage contre des contaminants fongiques environnementaux à un niveau 

similaire à celui de la culture bioprotectrice commerciale testée. 

La population des cultures bioprotectrices a augmenté de 2 log UFC/g pendant les 3 premiers 

jours de fabrication (correspondant aux opérations suivantes : acidification, salage et 

application de la morge). Ce développement de cultures antifongiques n’a impacté ni la 
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croissance ni la cinétique d’acidification du ferment acidifiant. Les analyses sensorielles ont 

montré que les fromages avec les cultures A1, A3 et commerciale ont été perçus comme 

différents des témoins mais sans affecter leur acceptabilité.  

Les résultats montrent également que l’activité antifongique observée peut varier de façon 

marquée entre fabrications fromagères (Figure 3-Article 2 - et Figures 15 et 16 - Annexe I). Les 

conditions de fabrication à petite échelle n’ont pas permis de standardiser parfaitement la 

composition des fromages : i) utilisation d’un matériel ne permettant pas de réguler finement 

les conditions de fabrication (température lors du travail en cuve, soutirage), ii) affinage 

effectué dans des armoires réglées à 12°C, 95% d’humidité, choisies pour limiter les 

contaminations environnementales, mais qui ont induit un dessèchement plus ou moins marqué 

des fromages au cours de l’affinage. Pour mieux comprendre les facteurs susceptibles d’avoir 

impacté l’activité antifongique, une ACP a été effectuée en intégrant pour chacune des deux 

fabrications, différentes variables caractérisant les fromages: pH, matière sèche et population 

des cultures antifongiques à trois stades : à 22h avant démoulage, à 72h quand les cultures 

antifongiques ont atteint leur population maximale et au moment de l’inoculation des cibles ; 

et après 1 semaine d’affinage (ACP, Figure 17- Annexe 1). 

Les 2 essais sont séparés sur l’axe 1 de l’ACP qui explique 41,7% de la variance totale. Les 

fromages E1 se caractérisent par un pH plus élevé et une matière sèche plus faible après 1 

semaine d’affinage (en moyenne pH 5,4 versus 5,2 pour E2 et MS 52,9 versus 55,5 pour E2). 

Les cultures A1 et A3 étaient globalement associés à une population antifongique supérieure à 

72 h, et à une inhibition plus marquée de M. racemosus, alors que les fromages CC3 et A1 de 

l’essai 2 étaient associés à une matière sèche élevée après 22 h et à une inhibition plus marquée 

de P. commune. 

Par ailleurs, nous avons pu noter que tous les fromages présentaient une contamination 

environnementale par un champignon identifié comme Penicillium nordicum. De plus, les 

fromages destinés aux tests d’usages affinés dans la même armoire que ceux inoculés avec 

P. commune, ont subi une contamination croisée. Cependant, il est important de noter que 

malgré les contaminations déjà présentes sur la croûte des fromages et les contaminants 

environnementaux, 40 à 80% des tranches de fromages (découpées après 4 semaines d’affinage) 

n’étaient pas contaminées lors du test d’usage contrairement aux tranches des fromages 

contrôles (Figure 5). La mise en place d’un système de conditionnement sous film ou de flux 
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d’air stérile aurait permis de mieux contrôler les contaminations mais notre but était d’évaluer 

l’activité antifongique dans des conditions les plus proches de la réalité.  

 Impact scientifique  

En conclusion, cette première partie rend compte d’une stratégie performante pour développer 

des cultures antifongiques efficaces et applicables en tant que ferments additionnels de 

bioprotection dans des produits laitiers. A partir des données du criblage de l’activité 

antifongique et des combinaison de souches in vitro dans 2 modèles laitiers, nous avons pu 

valider l'activité antifongique de 2 combinaisons binaires de lactobacilles sur 2 produits laitiers 

de technologies différentes : la crème fraîche et un fromage à pâte pressée à croûte morgée. 

Nous avons également pu montrer que l'utilisation de ces cultures antifongiques dans les 

produits testés n’a pas un impact indésirable. De plus, à partir des données de l’activité 

antifongique in vitro et in situ, nous avons pu observer que l’inhibition des cibles fongiques par 

les cultures sélectionnées varie selon le produit/modèle laitier.  

Sur un plan appliqué, les transformateurs laitiers devront donc maintenant évaluer l’utilisation 

de ces cultures comme seul outil naturel ou comme outil complémentaire selon le produit, et 

potentiellement adapter leurs fabrications pour permettre l’utilisation de ces cultures. De plus, 

les producteurs de levains devront également tester et optimiser la préparation de cultures 

antifongiques : lyophilisation ou congélation, et vérification de la viabilité et de la stabilité des 

souches après congélation/lyophilisation.  

D’un point de vue cognitif, afin de comprendre le mode d’action des cultures antifongiques, il 

est nécessaire d’identifier les molécules mises en jeu dans l’activité antifongique observée dans 

les différents produits laitiers. Cet aspect fait l’objet de la deuxième partie de cette thèse. 
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Annexes I  
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Figure 15. Photos des fromages à pâte pressée contrôles ou avec les cultures antifongiques A1, A3 et CC3, ou le conservateur natamycine 

inoculés volontairement avec les cibles fongiques P. commune et M. racemosus. Affinage de 13 jours à 12°C, 95% humidité (Essai 1). 
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Figure 16. Photos des fromages à pâte pressée contrôles ou avec les cultures antifongiques A1, A3 et CC3, ou le conservateur natamycine 

inoculés volontairement avec les cibles fongiques P. commune et M. racemosus. Affinage de 13 jours à 12°C, 95% humidité (Essai 2). 
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Figure 17. Représentation des différences entre deux fabrications de fromages par analyse 

en composantes principales (ACP) : graphiques des individus et des variables pour les 

dimensions 1 et 2 de l’ACP. Les individus sont les échantillons des deux essais E1 et E2 de 

fabrication de fromage à pâte pressée avec les cultures antifongiques A1, A3 et CC3, 

inoculées à 5.106 UFC/mL. Les variables correspondent à : population de la culture 

antifongique après fermentation de 22h et après application de la morge et inoculation 

des cibles de 72h (AF log UFC/g 22h ou 72h), jours de retard pour P. commune et 

M. racemosus, et les pH et matière sèche au début (72h après inoculation des cultures 

antifongiques) et après 1 semaine d’affinage. Les variables mal représentées sur ce 
graphique (cosinus carré inférieur à 0,2) ne sont pas montrées.  
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Article 3 

Technical note: High-throughput method for antifungal 

activity screening in a cheese-mimicking model
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Annexes III 

 

 

  

 

 

Article 4 

Biogenic amine and antibiotic resistance profiles 

determined for lactic acid bacteria and a 

Propionibacterium prior to use as antifungal bioprotective 

cultures 
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Parti 2. Identification des composés antifongiques 

support
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 Contexte 

Afin de mieux comprendre le mécanisme d’action des bactéries lactiques possédant des 

propriétés antifongiques, il existe une recherche permanente de composés impliqués dans cette 

activité. Beaucoup de travaux ont concerné l’identification des composés antifongiques 

produits par les bactéries lactiques, la méthodologie s’étant principalement portée sur le 

fractionnement guidé par dosage biologique afin de trouver un ou plusieurs composés 

responsables pour l'activité antifongique. Au fil du temps, de nombreux composés ont été 

considérés comme antifongiques. Bien que l'activité de ces composés ait été démontrée, les 

concentrations produites par les bactéries lactiques se sont avérées inférieures à leur 

concentration minimale inhibitrice (MIC) (Clément et al., 2008; Huang et al., 2010; Sjogren et 

al., 2003; Yoon, 2016). Certaines études ont montré que les combinaisons de composés produits 

augmentent l'activité antifongique, ce qui indique un effet synergique entre les composés 

(Corsetti et al., 1998; Schwenninger et al., 2008). Les études récentes excluent les étapes 

fractionnement ; les échantillons sont traités et étudiés par des techniques de chromatographie 

et de spectrométrie de masse permettant d’identifier et de quantifier plusieurs composés connus 

(Brosnan et al., 2012). Les bactéries lactiques produisent une grande variété de composés 

antifongiques classés en acides organiques, acides gras libres, composés volatils et peptides, 

leur permettant de jouer un rôle actif dans la conservation des produits laitiers fermentés.  

Dans des travaux précédents, il a été montré que la composition du milieu impacte la production 

du composé antifongique étudié et en conséquence l’activité antifongique (Bustos et al., 2018; 

Schmidt et al., 2017; Valerio et al., 2016). Ces études sont principalement réalisées par l’ajout 

des précurseurs d’un composé antifongique spécifique. Les résultats de la première partie de 

cette thèse, des combinaisons de souches ont également montré une activité antifongique 

différente en fonction du produit laitier considéré.  

 Questionnement 

Les produits laitiers présentant une composition plus complexe que la plupart des milieux 

synthétiques, cette deuxième partie visait à déterminer qualitativement et/ou quantitativement 

les composés, produits par les combinaisons sélectionnées, potentiellement supports de 

l’activité antifongique observée dans les différents produits laitiers (Q4). 
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 Stratégie de recherche 

Dans cette partie de la thèse, nous avons utilisé 4 techniques de chromatographie, couplées ou 

non à la spectrophotométrie de masse, pour quantifier les différents composés connus pour leur 

activité antifongique (acide organiques, AGL et composés volatils). Nous avons utilisé une 

approche ciblée pour quantifier 52 composés correspondants à des acides organiques et gras 

libres, et une approche non ciblée pour déterminer les composés volatils. Ces composés ont été 

déterminé dans les 4 produits laitiers testés dans la première partie de cette thèse (i.e. modèle 

fromage, yaourt, crème fraîche et pâte pressée à croûte morgée) avec ajout ou non des cultures 

antifongiques sélectionnées (A1, A2, A3) ou commerciales (X1, X2 et CC3). Les résultats de 

la première partie de cette thèse ont montré un effet du niveau de la population des cultures 

antifongiques et du temps d’affinage sur l’activité antifongique. Dans cette partie, nous avons 

donc étudié les composés antifongiques dans la crème fraîche avec différents niveaux de 

populations et dans le fromage à pâte pressée, avant et après 4 semaines d’affinage.  

Des analyses statistiques ont été appliquées aux données de quantification obtenues pour 

identifier les composés produits par les cultures antifongiques A1, A2, A3, X1, X2 et CC3. Par 

« composé produit », nous avons considéré ceux quantifiés à des concentrations 

significativement (p < 0.05) plus élevées comparé aux témoins sans culture antifongique. 

Finalement, des analyses discriminantes (AD) sur les analyses en composants principales 

(ACP) ont été réalisés pour identifier les composés potentiellement support de l’activité 

antifongique, observée dans la Partie 1, contre M. racemosus et P. commune. Pour réaliser cette 

analyse supervisée, nous avons établi 3 classes pour la variable qualitative d’inhibition (i.e. pas 

d’inhibition, inhibition moyenne et forte inhibition.). 

Ce travail fait l’objet de l’Article 5 en préparation. Le manuscrit est présenté, ci-après. 
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Article 5 

Identification and quantification of natural compounds 

produced by antifungal bioprotective cultures in dairy 

products 
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Abstract 

Fungi are commonly responsible for dairy product spoilage, which leads to substantial 

economic losses for the dairy industry as well as consumer dissatisfaction. In a context of 

chemical preservative reduction, lactic acid bacteria can play an active role in bioprotection of 

fermented dairy product due to their ability to produce a large range of antifungal metabolites. 

In a previous study, binary combinations of lactobacilli strains were selected as antifungal 

adjunct cultures as they proved to be active not only in vitro (in yogurt and cheese-mimicking 

model), but also in situ in products manufactured at a pilot scale (sour cream and semi-hard 

cheese). Using four different analytical methods including high performance liquid 

chromatography and gas chromatography combined or not with mass spectrometry, 53 

compounds with known antifungal activity were detected in at least one of the four dairy 

products analyzed. These compounds varied both qualitatively and quantitatively according to 

the considered dairy product. Lactic, acetic and citric acids were the most abundant compounds, 

while most of the other compounds were in concentrations <100 mg/kg. Thirty-three 

compounds were in significantly higher concentrations (p. value < 0.05) in at least one of the 

dairy products inoculated with the tested antifungal cultures, compared to the controls. 

Depending of the dairy product, each antifungal culture produced a cocktail of 1 to 27 

compounds at a higher abundance than in the respective control products. Among the latter 

compounds, diacetyl, acetic, hydroxyphenyllactic, pyruvic, phenyllactic, succinic, and decanoic 

acids, and some long chain unsaturated free fatty acids were the most were part of more than 

one cocktail. A linear discriminant analysis showed that acetic, benzoic, nonanoic and phenyl 

acetic acids, acetoin, diacetyl, 2-nonanone, 2-pentanedione and a non-identified volatile 

compound were associated with a high antifungal activity against the fungal targets Penicillium 

commune and Mucor racemosus. Overall, by analyzing the antifungal compounds in different 

dairy products, this study provides an expanded view of compounds with a potential role in the 

bioprotective activity of efficient antifungal cultures.   
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Introduction 

Dairy products constitute a favorable environment for the growth of fungal contaminants that 

leads to food waste, economic losses and brand image deterioration (Pitt and Hocking, 2009a). 

Molds and yeasts frequently found in contaminated dairy products belong to the Penicillium, 

Mucor and Cladosporium, and Candida, Kluyveromyces and Yarrowia genera, respectively 

(Pitt and Hocking, 2009; Garnier et al., 2017). 

To control fungal contaminants in the dairy industry, both preventive and control methods are 

used. The hurdle technologies are implemented to prevent contamination or recontamination 

during product manufacturing and/or to inhibit or slow down the growth of fungal 

contaminants. During processing and storage, good hygiene practices, a hazard analysis critical 

control point (HACCP) system, air and surfaces decontamination, cleanroom technologies, heat 

treatment, refrigeration and brining can prevent and control contamination (Fellows 2000). In 

addition, additives such as benzoate, propionate, sorbate and natamycin can be added to dairy 

products to extend their shelf-life, according to the relevant legislation (Silva and Lidon 2016). 

However, consumer preference for preservative-free, more natural and less processed food has 

led to the study of preservation alternatives such as biopreservation. Biopreservation 

corresponds to the use of microorganisms (bioprotective cultures) or their metabolites 

exhibiting antimicrobial activities to extend food shelf-life and/or increase food safety (Stiles 

1996). 

Lactic acid bacteria (LAB) are good candidates for biopreservation as they have a long history 

of safe use in various dairy products such as fermented milks, kefir, or cheese (Stiles 1996). In 

this context, several antifungal bioprotective LAB cultures are available on the market to be 

used in dairy products (e.g. Holdbac -DuPont Danisco-, FreshQ -CHR Hansen-). The 

production of antifungal molecules and pH decrease are the main factors contributing to LAB 

antifungal activity in foods (Leyva Salas et al. 2017). LAB produce lactic and acetic acid as the 

main fermentation end-products. Lactic acid per se, despite being produced at high quantities, 

is not very effective against spoilage fungi in contrast to acetic acid (Dagnas et al. 2015). 

Nevertheless, acetic acid minimal inhibitory concentrations (MIC) is increased in the presence 

of lactic acid, indicating that they can act in synergy (Dagnas et al. 2015). Despite this, the latter 

mentioned acids are not sufficient to explain the antifungal activity of LAB. LAB can also 

produce a variety of compounds in low concentrations and below their individual MIC, which 

are also likely to act in synergy with lactic and acetic acids (Dagnas et al. 2015; Honoré et al. 
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2016). The nature of the antifungal compounds corresponds to other organic acids, fatty acids, 

cyclopeptides, reuterin, hydrogen peroxide, and volatile compounds such as diacetyl (Crowley 

et al., 2013a; Leyva Salas et al., 2017; Sjogren et al., 2003).  

In a recent study, 3 binary combinations of lactobacilli with antifungal activity were selected 

after an in vitro screening in yogurt and cheese models and the applicability of two of them as 

bioprotective cultures in dairy products was validated at a pilot-scale after incorporation in sour 

cream and semi-hard cheese production (Leyva Salas et al. 2018). The aim of the present study 

was to identify the compounds potentially responsible for their observed antifungal activity in 

dairy products. For that purpose, different analytical methods, including liquid and gas 

chromatography coupled to mass spectrometry, were applied to detect and quantify antifungal 

compounds, followed by statistical analyses.  

Materials and methods 

Microorganisms and culture conditions 

The strains constituting three binary combinations namely, Lactobacillus plantarum L244, 

Lactobacillus harbinensis L172, Lactobacillus brevis L128 and L. rhamnosus CIRM-BIA113 

were obtained from the Université de Bretagne Occidentale (UBOCC, France) and CIRM-BIA 

(INRA, France) culture collections. Moreover, three strains isolated on de Man-Rogosa-Sharpe 

(MRS) agar from commercial bioprotective cultures (Lactobacillus paracasei CIRM-BIA1759 

and Lactobacillus rhamnosus CIRM-BIA1761 from commercial culture CC1, and 

Lactobacillus plantarum CIRM-BIA1758 from commercial culture CC2) were used as 

reference antifungal strains. Culture X1 corresponded to a 1:1 combination of L. paracasei 

CIRM-BIA1759 and L. rhamnosus CIRM-BIA1761 strains, while culture X2 corresponded to 

L. plantarum CIRM-BIA1758 alone. Another commercial culture (CC3) was also used as 

detailed in Leyva Salas et al. (2018). All strains were stored at -80°C in MRS broth (BD Difco 

laboratories, Sparks, MD, USA) supplemented with glycerol (20%) (Thermo Fischer Scientific, 

Waltham, MA, USA). Before inoculation as adjunct cultures, strains were cultivated twice in 

MRS broth at 30°C for 24 h. Culture concentration was then adjusted to the target 

concentrations using sodium chloride peptone broth (Merck, Darmstadt, Germany). After 

centrifugation, the cells were suspended in sterile skimmed milk.  
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Dairy products preparation 

The cheese model and yogurt were prepared as previously reported (Leyva Salas et al. 2018) 

with the antifungal cultures A1, A2, A3, X1 and X2 added at 2.107 colony forming unit 

(CFU)/mL together with the starter cultures. The cheese model was prepared as detailed by 

Garnier et al. (2018). Briefly, 10 mL of heat-treated salted 0.7% (w/w) ultrafiltered milk 

retentate was poured into 60-mL sterile polypropylene containers. Rennet, starter culture 

MA016 (Lactococcus lactis subsp. cremoris and L. lactis subsp. lactis, Elimeca, Thoissey, 

France) and cell suspensions in milk of the antifungal strains at a final concentration of 107 

CFU/mL of each strain forming the binary combinations was added to the cheese. The 

containers were then incubated for 1 h at 30°C then for 3 days at 20°C, leading to a final pH of 

4.8 ± 0.1. The yogurt was prepared from semi-skimmed milk (Candia, France) supplemented 

with skimmed milk powder at 4% (Carrefour, France). After heat treatment for 30 min at 85°C, 

milk was rapidly cooled to 45°C before adding 0.1 g/L of the lyophilized starter culture MY800 

(Streptococcus thermophilus, Lactobacillus delbrueckii subsp. lactis and L. delbrueckii subsp. 

bulgaricus, Choozit, Danisco, Sassenage, France). After homogenization, the preparation was 

distributed into sterile polypropylene containers (10 mL/container) and the antifungal strain 

suspensions were added under the same conditions as for the cheese model. Containers were 

then incubated at 42°C during 4 h, until pH 4.97 ± 0.03 was reached. At the end of the yogurt 

and cheese model fermentation, the exudate formed was removed and samples were stored at -

20°C.  

Samples from sour cream and semi-hard cheese produced at pilot scale with the A1, A3, X1 or 

CC3 antifungal cultures in the previous study (Leyva Salas et al. 2018) were stored at -20°C 

before analysis. Sour cream (final fat 35 %) was produced from pasteurized (75°C for 20 s), 

cow milk as previously described by (Leyva Salas et al. 2018). It was inoculated with the 

Choozit MM100 starter culture (Danisco, Sassenage, France) at 3 U/100 L and the antifungal 

combinations A1 or A3 (at either 106, 5.106 or 2.107 CFU/mL) or the X1 combination (106 

CFU/mL) before packaging in 100 g plastic tubs with mobile lids and incubated for 22 h at 

23°C. Sour cream samples were stored at -20°C before antifungal molecules analyses. Semi-

hard cheese was manufactured from pasteurized (72°C for 20 s), standardized cow milk as 

previously described (Leyva Salas et al. 2018). Antifungal cultures were added at 5.106 

CFU/mL (each strain at 2.5.106 CFU/mL for the A1 and A3 combinations and the commercial 

culture CC3) with the commercial starter. Samples of semi-hard cheese were stored at -20°C 
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before ripening (Chi) and after 4 weeks of ripening at 12°C (Chf) before antifungal compound 

analyses. 

Control samples corresponded to the yogurt, cheese model, sour cream and semi-hard cheese 

containing only the corresponding commercial starters. Yogurt and cheese model were tested 

in triplicate, sour cream and semi-hard cheese manufactured in duplicate per assay performed 

on separate weeks (2 assays per product).  

Antifungal compounds analysis  

Samples were extracted and injected once for the High Performance Liquid Chromatography 

(HPLC), Liquid Chromatography-Quadrupole Time-of-Flight mass spectrometry (LC-Q-ToF) 

and Gas Chromatography–Mass Spectrometry (GC-MS) analyses. For the quantification of free 

fatty acids by Gas Chromatography – Flame Ionization Detector (GC-FID), samples were 

extracted once and injected twice.  

Quantification by HPLC 

Cheese model and semi-hard cheese were first blended with MilliQ water (Millipore, Saint-

Quentin-en-Yvelines, France) using a stomacher (Merck Eurolab, Strasbourg, France) (1:2 and 

2:3 w/v, respectively). The obtained suspensions were then centrifuged at 10 000 g for 30 min 

and supernatants were diluted (2:1 and 1:5 v/v ratios) with H2SO4 to reach 5 mM final 

concentration and stored overnight at -20°C. Sour cream and yogurt samples were directly 

dissolved at proportion of 2:1 and 1:5 w/v with H2SO4 to reach 5 mM. After thawing, all samples 

were centrifuged at 10 000 g for 30 min, the upper phase recovered, filtered with PTFE 

membrane (0.45 µm pore size, Fisher Scientific) and centrifuged again in centrifugal 

concentrators (Vivaspin 6 Polyethersulfone, 10 kDa, Sartorius, Göttigen, Germany) at 4 000 g 

for 5 min. Samples were then poured in 2-mL vials for analysis. The compounds were separated 

using a HPLC Dionex system (Sunnydale, CA, USA) equipped with a Aminex HPX-87H 

column (Biorad, Hercules, CA, USA), using 5 mM H2SO4 as the mobile phase, and detected 

using both UV (210 nm) and refractometer detectors. In order to quantify organic acids at high 

concentrations and low concentrations, the two prepared dilutions were injected for each 

sample. The compounds were identified and quantified using standard solutions (concentrations 

ranging from 0.06 to 1 mg/mL) of acetic, benzoic, butyric, citric, hydroxyphenyllactic, lactic, 



152 
 

phenylpropionic, phenyllactic, propionic, pyruvic, succinic and 2-pyrrolidone-5-carboxylic 

acids. 

Quantification of organic acids by LC-Q-ToF 

The standard preparation, extraction, detection quantification and analyses were performed as 

detailed by Garnier et al. submitted. Briefly, a total of 31 compounds with known antifungal 

activity were searched for as previously described (Brosnan et al., 2012, 2014; Le Lay et al., 

2016a), Garnier et al. submitted) (Table 1). For sample preparation, 10 g of each dairy product 

were first blended in sterile bags with 9 mL of water for mass spectrometry (Sigma-Aldrich, 

Saint-Louis, MO, USA) using a stomacher (Merck Eurolab, Strasbourg, France). Then, 10 mL 

of the resulting suspensions were mixed with 4 g of MgSO4, 1 g of NaCl and 10 mL ethyl 

acetate supplemented with 1% of formic acid. The obtained mixtures were then vigorously 

shaken and centrifuged for 10 min at 8500 g at 4 °C. The organic phase was transferred into a 

dSPE tube (dispersive Solid Phase Extraction, Agilent technologies), vortexed and centrifuged 

for 10 min at 2600 g. The liquid phase was then recovered in a 15 mL tube, mixed with 100 μL 

of dimethyl sulfoxide (DMSO) (Sigma-Aldrich, Saint-Louis, MO, USA) and evaporated under 

nitrogen gas until a volume of 100 μL corresponding to the added DMSO. The 100-μL volume 

(non-volatile under nitrogen gas) were reconstituted with 900 μl of H2O/acetonitrile (90/10, 

v/v), filtered at 0.22 μm and stored in amber vials at -20°C until analysis. The liquid 

chromatography coupled with quadrupole time-of-flight mass spectrometry (LC-Q-ToF) 

quantification was performed with the use of a system equipped with a binary pump 1260 

Infinity binary HPLC, an online degasser, an autosampler and a thermostated column 

compartment coupled with a 6540 Q-ToF-MS with a Dual ESI source (Agilent Technologies, 

Santa Clara, CA, USA). Sample (10 and 50 µL) were injected in a Zorbax Extend-C18 column 

(201 x 150 mm, 5 μ) equipped with a pre-column (2.1 x 12.5 mm, 5 μ) (Agilent technologies) 

at 30°C. The mass spectrometer was operated in negative electrospray ionization mode. 

Separation of compounds was by binary solvent gradient (A: water with 10 mM ammonium 

formate and 0.1% formic acid; B: acetonitrile with 0.1% formic acid). Identification and 

quantification were achieved using a matrix-matched calibration curve. This calibration curve 

was built by diluting the standard mix of the 31 compounds at 0, 1, 5, 10, 30, and 50 ppm in a 

blank extract of acidified semi-skimmed milk (adjusted to pH 5 with lactic acid). 
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Quantification of free fatty acids by GC-FID 

Free fatty acids were extracted and quantified with the method described by De Jong and 

Badings (1990) with some modifications by Thierry et al. (2006). Briefly, 10 g for yogurt or 

sour cream samples, or 1 g for cheese model or grated semi-hard cheese were first mixed with 

3 g of Na2SO4. Then, 0.3 mL of H2SO4 (2.5 M), 1 mL of internal standards and 15 mL of 

ether/heptane (1:1) were added before centrifugation (3 min at 1000 g). The organic layer was 

recovered in a 100 mL flask containing 1g of anhydrous Na2SO4 to capture residual water. The 

obtained pellet was suspended in 15 mL of ether/heptane (1:1) and centrifuged (3 min at 1000 

g). This step was repeated 3 times by pooling the organic layers.  

Free fatty acid purification was performed with a Manifold, using a SPE (Solis Phase 

Extraction) 500-mg column Strata NH2 (Phenomenex, UK) conditioned with 10 mL heptane. 

The organic layer was transferred onto the column and 10 mL heptane/2-propanol (3:2) were 

added for neutral lipids removal. Free fatty acids were eluted with 5 mL ether diethyl with 2% 

formic acid and transferred in an amber vial. Free fatty acids were quantified by gas 

chromatography (Varian CP-3800) equipped with a flame ionization detector (FID) and a 

capillary column (BP21 25m x 0.53 mm, layer 0.5 μm, JW Scientific, Folsom, USA). Vector 

gas was dihydrogen at 9.7 mL/min. A temperature gradient was applied from 65 to 240°C with 

a ratio of 10°C/min then 10 min at 240°C using direct injection. Quantification was performed 

using standard calibration curves with the Agilent OpenLAB ChemStation. 

The internal standard solution contained 3 standards at 0.5 g/L: heptanoic acid (C7:0), 

undecanoic acid (C11:0) and heptadecanoic acid (C17:0). Calibration curves were established 

based on the correction factors against each internal standard. The short-chain acids (acetic to 

hexanoic acids) were calculated against C7:0, the mid-chain acids (octanoic to tetradecanoic 

acids) against C11:0, and the long-chain acids (hexadecanoic to eicosanoic acids.) against 

C17:0. 

Volatile compounds analysis of by GC-MS 
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Dairy product samples were transferred into 22-mL Perkin Elmer vials (2.5 g per vial) and 

stored at -80°C until headspace (HS) trap extraction coupled to gas chromatography-mass 

spectrometry (GC-MS) analyses. HS-trap-GC-Ms was performed using a Perkin Elmer 

Turbomatrix HS-40 trap automatic headspace sampler with trap enrichment and a Clarus 680 

gas chromatograph coupled to a Clarus 600T quadrupole mass spectrometer (PerkinElmer, 

Courtaboeuf), as described by Pogačić et al. (2015) with some modifications. Volatile 

compounds were separated on a Stalbilwax MS capillary column (30 m x 0.25 mm x 0.25 µm; 

Restek), with helium as mobile phase. The mass spectrometer was operated within a mass range 

of m/z 29-206 and ionisation impact of 70 eV.  

Volatile compounds were identified by comparison to standards, retention indexes and/or the 

mass spectral data from the NIST 2008 Mass Spectral Library (Scientific Instrument Services, 

Ringoes, NJ, USA). GC-MS data were processed as described by Pogačić et al. (2015). Briefly, 

raw data files were converted to time- and mass-aligned chromatographic peaks areas using the 

XCMS open source package implemented with the R statistical language (Smith et al. 2006). 

Volatiles were quantified using the abundance of one selected mass fragment (m/z), in arbitrary 

units. 

In order to quantify some volatile compounds (i.e. diacetyl, 2,3-pentanedione, 2-heptanone, 2-

nonanone and 2-undecanone), aliquot of standards were first mixed together, diluted in 

methanol and then in water prior to be spiked in a non-fermented cheese model and in cream 

containing sodium azide at 0.02% w/w to prevent microbial development. Standard 

concentrations in both products ranged from 6 to 1 502 ppb. The standard preparation, and 

cheese model, yogurt, sour cream and semi-hard cheese samples with or without the antifungal 

cultures were analyzed by HS-trap-GC-MS as described above. The calibration curve for 

individual volatile compounds was built up by plotting the signal abundance of each compound 

against the concentration. Then concentrations of these five volatile compounds in the dairy 

products were calculated from the linear regression of each calibration curve. Calibrations 

curves of standards diluted in the cheese model were used to quantify the compounds in cheese 

model and semi-hard cheese, while those diluted in cream were used to quantify volatile 

compounds in yogurt and sour cream. 

Statistical analysis 
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Statistical analyses were performed using the R software (Free Software Foundation’s GNU 

General Public License) and the FactoMineR package (Lê, Josse, and Husson 2008).  

Analysis of variance (ANOVA) was applied to determine whether the presence of an antifungal 

cultures significantly influenced the antifungal compound concentration. Means were then 

compared using a Fisher's least significant difference (LSD) test. The ANOVA and LSD tests 

were applied on data obtained from the LC-Q-ToF, HPLC, GC-FID and CG-MS analyses to 

determine the compounds in significantly higher concentrations (p-value < 0.05) in the dairy 

products with antifungal cultures compared to the controls (i.e. with no antifungal culture 

added). 

Principal component analysis (PCA) was performed with the concentrations determined for all 

the antifungal compounds and antifungal activity as variables, for the four dairy products 

(including semi-hard cheeses before -Chi- and after 4 weeks of ripening -Chf-), using the PCA 

function of the FactoMineR R package. A discriminant analysis (DA) was performed to identify 

the compounds discriminating the samples according to the intensity of antifungal activity 

against Penicillium commune and Mucor racemosus (based on the data from Leyva Salas et al. 

2018). To do so, three groups of inhibition were defined: i) no inhibition: growth of the fungal 

target without delay, regardless of the inhibition score of 0 to 2, ii) slight inhibition: inhibition 

score of 3 (total inhibition) for 1 or 2 days compared to the negative control, and iii) high 

inhibition: inhibition score of 3 (total inhibition) for more than 2 days compared to the negative 

control (for more details about the antifungal evaluation see Leyva Salas et al. (2018). To ensure 

that variables submitted to DA were perfectly uncorrelated, the coordinates of the samples on 

PCA on the data set of the four tested dairy products (yogurt, cheese model, sour cream, and 

semi-hard cheese before ripening), done as a prior step to DA, were used as variables. DA was 

performed by using the lda function of the MASS R package. 

Results 

Antifungal compounds detected 

Antifungal organic acids quantified 

Out of the 56 antifungal compounds targeted using HPLC, LC-Q-ToF and GC-FID analyses, 

33 compounds were detected in at least one dairy product, while 23 were below their limit of 

detection (LOD) (Table 1). Most of the compounds (27 out of 33) were detected in the four 
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tested dairy products. Five compounds were quantified/qualified by more than one 

chromatographic method. For the latter compounds, the results from quantification by LC-Q-

ToF-MS were chosen because MS provided lower limits of quantification (LOQ) and a higher 

identification accuracy compared to HPLC-UV-refractometry. As for GC, GC-FID was chosen 

rather than GC-MS because the GC-FID results were obtained as absolute concentrations.  

The detected organic and free fatty acids were in abundant, moderate and low concentrations 

as shown respectively in Figures 1A, B and C. The most abundant organic acids and free fatty 

acids in the 4 dairy products (Figure 1A) correspond to ~95% of the total concentration of all 

the detected antifungal compounds. These compounds were lactic, citric, acetic, succinic and 

hexadecanoic acids. Their concentrations varied depending on the considered dairy product and 

ranged from 5.6 to 16.9 g/kg for lactic acid, 0.2 to 3.4 g/kg for citric acid, 0.04 to 0.9 g/kg for 

acetic acid, 0.02 to 0.4 g/kg for succinic acid and 0.03 to 0.2 g/kg for hexadecanoic acid (Figure 

1A). Compounds at intermediary concentrations represented together between 1 and 5% of the 

total concentration of antifungal compounds. These compounds were 5 organic acids and 4 fatty 

acids and were present in concentrations above 10 mg/kg in at least one of the products (Figure 

1B). Finally, 12 organic acids acid and 7 free fatty acids were detected at concentrations lower 

than 5 mg/kg (Figure 1C). 

In general, as shown in Figure 1, the detected organic and free fatty acids were at higher 

concentrations in semi-hard cheese followed by cheese model and the lowest was in yogurt and 

sour cream. Concentrations of the 12 detected free fatty acids also differed according to the 

considered product as shown in Figure 1. They were at higher concentrations in semi-hard 

cheese and sour cream and the lowest in yogurt. 

Profile of volatile compounds 

The untargeted GC-MS approach led to the detection of 27 to 35 volatile compounds, depending 

on the dairy product. Twenty of these volatile compounds, shown in Table 2, were described in 

the literature for their antifungal properties (Aunsbjerg et al., 2015; Crowley et al., 2013a; de 

Bok et al., 2011; Hashem et al., 2016). A non-identified volatile compound (VX) was retained 

because it was detected in significantly higher abundance in yogurt, cheese model and sour 

cream with antifungal cultures compared to controls. This compound presented 87, 88 and 55 

m/z fragments and a retention time of 21.25 min and a Kovats retention index of 1272. 
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All detected compounds 

A global picture of the concentrations of the 53 detected compounds in all samples (cheese 

model, yogurt, sour cream, and semi-hard cheeses before and after 4 weeks of ripening), with 

antifungal cultures and controls, is provided by the PCA shown in Figure 2. The first two 

components account for 68 % of the total variance and clearly distinguished the four dairy 

products, regardless of the presence or not of antifungal cultures. PC1, accounting for 43.4% of 

the total variance, separated cheese model and yogurt from semi-hard cheeses and sour cream. 

Semi-hard cheeses and sour creams were negatively related to PC1 with high concentrations of 

most of the free fatty acids (i.e. C10:0, C12:0, C14:0, C16:0, C16:1 and C18:1). PC2, 

accounting for 24.6% of the total variance, separated sour cream samples from the other 

products, related to lower concentrations in AZA, HPLA, HPPA, LA and PLA. Semi-hard 

cheeses, in particular after ripening, were associated with the highest concentrations of some 

free fatty acids and volatile compounds, and most of the organic acids (e.g. AC, C2, PCA, MV, 

HiC6, LA, HPPA, HPLA, PLA, and AZA). In contrast, yogurt and cheese model were 

associated with the highest concentrations of most of the volatile compounds including HTN, 

NN, PD and ACTN, and a few organic acids.  

The antifungal activities of the cultures selected in the study of (Leyva Salas et al. 2018) and 

active against Penicillium commune and Mucor racemosus were projected on the PCA as 

supplementary variables (Figure 2) in order to visualize their potential correlation. The 

variables were “score” and “days” against each fungal target. The score corresponds to the 

observed intensity of the inhibition that ranged from 0 (no inhibition) to 3 (total inhibition) and 

the “days” corresponds to the days of total inhibition until fungal growth was visible (for more 

details see Leyva Salas et al. 2018). In the 2018 (Leyva Salas et al. 2018)study, antifungal 

cultures showed the highest antifungal activity in sour cream. The antifungal activity “scores 

and days) was not correlated to any compound on the first PCA dimensions (Figure 2). In order 

to determine the compounds potentially responsible for the observed antifungal activity, 

statistical analyses were performed to identify the compounds produced by the antifungal 

cultures (ANOVA) and the compounds correlated to the antifungal activity as shown below 

hereafter (DA). 

Antifungal compounds produced by the antifungal cultures 
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Out of the 53 volatile and non-volatile compounds detected in the dairy products, 33 compounds 

were at significantly higher concentrations (p. value <0.05) in at least one of the dairy products 

with the antifungal cultures A1, A2, A3, X1, X2 and/or CC3 compared to the controls (Tables 

1 & 2). These 33 compounds are therefore produced by the antifungal cultures. Six of these 

compounds were detected at significantly higher concentrations in the four dairy products: 

acetic acid, HPLA, HPPA, HCA, PCA and diacetyl. The group of compounds produced by each 

antifungal cultures are here named as cocktails. 

Each antifungal culture was associated with a distinct cocktail of antifungal compounds, which 

differed in the 4 dairy products as shown in Figures 3 and 4. The cocktails of compounds 

produced by A1, A2, A3, X1, and/or CC3 in each of the 4 dairy products are illustrated by four 

Venn diagrams shown in Figure 3.  

In cheese model, 17 compounds, in cocktails of 7 to 16, were produced by A1, A2, A3 or X1, 

with A1 producing the highest number (Figure 3). In yogurt, 16 out of 25 compounds were 

found in higher concentrations with A1, followed by A3, X1 and A2 compared to controls 

(Figure 3). In sour cream, 7 out of the 8 compounds produced in sour cream were produced by 

A1, and only 2 of them by A3 (Figure 3). In unripened semi-hard cheese, 13, 12, and 6 

compounds were produced by A1, A3 and CC3 antifungal cultures, respectively (Figure 3). 

Regardless of the dairy product, concentrations of most of the organic acids and free fatty acids 

are slightly different between the antifungal cultures. Concentrations of the compounds forming 

the cocktails slightly varied between the antifungal cultures as shown in Figure 3 for some 

compounds. Moreover, in the 4 dairy products, acetic acid was produced by A1 at the highest 

concentrations, 6 and ~2.5 times higher in yogurt and in the 3 other products, respectively, 

compared to the controls (Figure 4). 

In cheeses, fifteen antifungal compounds increased in concentration during ripening by a factor 

ranging from 1.3 to 15, as illustrated in Figure 5 for some selected compounds. Six out of the 

20 compounds produced by antifungal cultures in semi-hard cheeses were only detected at 

significant higher concentrations in ripened semi-hard cheeses (Chf), namely 2-pyrrolidone-5-

carboxylic, succinic, butyric, hydroxydecanoic, benzoic and lactic acids (Table 1). Some 

compounds increased in concentrations during ripening in all cheeses including the controls, 

while some others increased only in the presence of antifungal cultures (Figure 5). Differences 

were also observed between the antifungal cultures. For example, as shown in Figure 5, the 

concentrations of AC, C2, HPLA, PLA, SA, and PCA in cheeses before ripening were the 
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highest in the presence of A1 and 1.8 to 11 times higher than in the controls. On the other hand 

C2, PLA and SA reached the highest concentrations in A3 cheeses after ripening. 

Inoculation level of the antifungal cultures impacted the concentration of 8 out of the 31 

compounds A1 and A3 produced in sour cream: acetoin, diacetyl, acetic acid, VX, PCA, HPPA, 

HPLA and PLA. The higher the inoculation level, the higher the concentration was, as 

illustrated in Figure 6. In contrast, the concentrations of succinic and citric acids decreased 

when the inoculated populations of antifungal cultures increased (data not shown). 

In order to quantified the volatile compounds, five volatile compounds produced by A1 were 

quantified in the 4 dairy products with A1 and controls, namely diacetyl, 2-heptanone, 2-

nonanone, 2,3-pentanedione and 2-undecanone (Table 3). These volatile  

Identification of the most probable antifungal compounds by discriminant 

analysis 

Discriminant analyses were performed to identify the antifungal compounds which best 

discriminated the samples according to the observed level of inhibition (no inhibition / slight 

inhibition / strong inhibition). Two fungal targets were considered, M. racemosus and 

P. commune, and discriminant analyses were first performed with the whole dataset (4 dairy 

products, Figure 7). The first axis of the DA plot separated the samples in which no inhibition 

was observed, from those in which inhibition was slight to strong. Inhibition was mainly 

associated with higher concentrations of diacetyl. The second axis separated the slight and the 

high levels of inhibition, and was associated with pyruvic acid and HPLA. Since both the 

observed antifungal activity (Leyva Salas et al. 2018) and the antifungal compound 

concentrations (Figures 1 and 2) varied according to the dairy product, DAs were also done by 

considering the data of each dairy product individually, and the corresponding results are 

summarized in Table 4. The high concentrations of diacetyl, acetic acid, non-identified volatile 

VX, 2-nonanone and 2,3-pentanedione were linked to a strong inhibition of both fungal targets. 

Nevertheless, there were also product-specific and fungal target-specific compounds. For 

example, in sour cream, HCA, HPLA, diacetyl, PAA, lactic acid and pyruvic acid while 

diacetyl, AC, VX, HCA CC2 and C15:0 are linked to strong antifungal activity against P. 

commune and M. racemosus, respectively. 
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Discussion 

In this study, four dairy products including a cheese model, yogurt, sour cream, and semi-hard 

cheese with or without antifungal bioprotective cultures (Leyva-Salas et al., 2018) were 

analyzed to identify the potential antifungal compounds produced in situ and involved in the 

observed activity. Since microbial antifungal activity can result from a large panel of active 

molecules belonging to various chemical families (Crowley et al., 2013a) and exhibiting 

different chemical properties (hydrophobicity, volatility), several extraction methods coupled 

to different chromatographic methods were used, including both targeted (for organic acids and 

free fatty acids) and non-targeted approaches (for volatile compounds). The targeted 

compounds result from different types of metabolic pathways: fermentation of lactose and 

citrate present in dairy products, lipolysis, and/or amino acid and free fatty acid catabolism. 

Lactic and acetic acids were the most abundant fermentation products and their antifungal 

activity is well documented (Bian et al. 2016; Gerez et al. 2010; Lind, Jonsson, and Schnürer 

2005). Lactic and acetic acid minimal inhibitory concentrations (MIC) corresponded to 180 and 

12 g/kg against P. commune and M. racemosus in PDA-pH 5 (Mounier, personal 

communication). Concentrations observed in the 4 dairy products with antifungal cultures and 

controls were 6 to 20 times below the latter MIC, suggesting that lactic and acetic acids found 

in high concentrations alone cannot explain the observed antifungal activity, even if lactic and 

acetic acid can act in synergy on fungi (Dagnas et al. 2015).  

The antifungal activity of weak organic acids depends on the pH of the product and their pKa. 

The pKa is the pH at which 50% of the acid are in the dissociated and 50% in the undissociated 

forms, the latter form being able to diffuse through the membrane of fungal contaminants as 

mechanism of antifungal activity (Theron and Lues 2011; Coton and Leguerinel 2014). 

Therefore, in cheese model, yogurt and semi-hard cheese with a pH of 4.7 to 5, lactic acid with 

a pKa of 3.9 is unlikely to be responsible for the observed antifungal activity, while in sour 

cream with a lower pH of 4.2, lactic acid is likely to participate in the antifungal activity 

observed. In contrast, acetic acid, with a pKa of 4.75, could have a role in the antifungal activity 

of A1, which produced the highest concentrations of acetic acid in the 4 products. The 

concentrations of pyruvic and succinic acids were significantly higher in semi-hard cheese with 

A1, A3 and/or CC1, but their pKa (4.21 and 2.45, respectively) are far below cheese pH (5), 

thus decreasing their potential antifungal activity. 
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Most of the free fatty acids and non-hydroxylated organic acids produced by A1, A2, A3, X1 

and/or CC3 were present at low concentrations (<100 mg/kg). The non-hydroxylated 

phenyllactic acid is a well-known antifungal compound produced by LAB and propionibacteria. 

The MIC of the phenyllactic acid produced by 2 L. plantarum was 10 kg/kg against P. anomala, 

P. roqueforti end Aspergillus fumigatus. Other non-hydroxylated compounds as 

mevalonolactone, methylcinnamic acid, 2-pyrrolidone-5-carboxylic acid, 3-phenylpropionic 

acid and phenyl acetates showed MIC ranging from 0.5 to 1 mg/kg (Ryan et al. 2011; Broberg 

et al. 2007; Yoon 2016). 

Saturated and unsaturated fatty acids produced by LAB have previously been shown to exhibit 

antifungal activities. For example, decanoic, octanoic, hexadecanoic, octadecanoic acids and 

their unsaturated forms inhibited fungi from the Penicillium, Aspergillus, Rhodotorula and 

Candida genera at low MIC ranging from 0.01 to 0.5 mg/kg in glycerol agar (pH5) (Huang et 

al. 2010; Sjogren et al. 2003) and from 0.3 to 34 mg/kg in Sabouraud agar (Clément et al. 2008).  

Hydroxylated compounds are more likely to disrupt the fungal membrane than non-

hydroxylated compounds (Pohl, Kock, and Thibane 2011). In a recent study, it was 

hypothesized that compounds resulting from fermentation as acetic acid and lactic acid and six 

hydroxylated compounds, including 2-hydroxy-3-phenylpropanoic acid and 4-

hydroxyphenyllactic acid, were responsible for the antifungal activity of Lactobacillus 

paracasei cell-free supernatant against Penicillium spp. (Honoré et al. 2016). Four other 

hydroxylated compounds (3-hydroxydecanoic acid, 3-hydroxy-5-cis-dodecenoic acid, 3-(R)-

hydroxydodecanoic acid and 3-(R)-hydroxytetradecanoic acid) present in Lactobacillus 

plantarum MiLAB 14 supernatant showed MIC ranging from 10 to <100 mg/L in malt extract 

broth against different fungal contaminants (Sjogren et al. 2003). Other compounds such as 

hydrocinnamic and 3-hydroxydecanoic acids were in higher concentrations in silage inoculated 

with the antifungal L. plantarum strains compared to the non-inoculated one (Broberg et al. 

2007) and MIC were between 0.1 and 1.0 mg/kg against Penicillium roqueforti and Aspergillus 

fumigatus.  

Volatile compounds have recently shown a non-negligible role in antifungal activity (Aunsbjerg 

et al. 2015; Gotor-Vila et al. 2017). Fermented dairy products contain many volatile compounds 

apart from diacetyl. For example, when the antifungal strain L. paracasei DGCC 2132 was 

added in yogurt together with the starter culture, a marked increase in diacetyl was observed 

after 7h fermentation at 43°C (1 mg/L with no antifungal vs. 5 mg/L with L. paracasei) 
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(Aunsbjerg et al. 2015). Other volatile compounds slightly increased with the addition of L. 

paracasei DGCC 2132 but diacetyl was shown to be responsible for the observed antifungal 

activity against Penicillium solitum (Aunsbjerg et al. 2015). In the present study, diacetyl was 

at concentrations 2 to 6 times higher in the presence of antifungal cultures in cheese model, 

yogurt, sour cream and semi-hard cheese (13.4, 3.7, 3.3 and 6.2 mg/kg, respectively) compared 

to the controls. Noteworthy, an unidentified volatile compound, named VX here, was found in 

3 dairy products (cheese model, yogurt and sour cream) at 4 to 10 higher amounts in the 

presence of the antifungal culture A1 compared to the controls. Identification of this compound 

and study of its antifungal potential would be of interest in the future. Other volatile compounds 

detected in the present study resulted from different pathways naturally occurring during 

fermentation of dairy products. For example, 2,3-pentanedione, 2-heptanone and 2-nonanone 

have frequently been reported in dairy products, including milk, fermented milk, and cheese 

(de Bok et al. 2011). Moreover, some antifungal volatiles, such as diacetyl and short-chain fatty 

acids, contribute to cheese flavor (Curioni and Bosset 2002) and could thus be involved in 

flavor changes in biopreserved dairy products. 

LAB produce aroma compounds from carbohydrate metabolism, amino acid catabolism, fat 

hydrolysis and free fatty acid catabolism (Smid and Kleerebezem 2014). All the detected 

volatile compounds result from these metabolic pathways (Table 2). Concerning carbohydrate 

metabolism, citrate utilization results in an excess of pyruvate, which can thus be converted to 

diacetyl and 2,3-butanediol to equilibrate the redox balance of cellular metabolism. Some LAB 

can also synthesize 2,3-pentanedione from pyruvate and threonine (Thierry et al. 2015). Citrate 

concentrations in all products were lower when the antifungal cultures were added, In this study, 

an increase of some volatile compounds produced by the antifungal cultures was observed at 

the end of ripening as expected, suggesting that the AF cultures remained active, even if their 

population did not increase during the corresponding period (data not shown).  

In this work, we tried to establish possible correlations between the cocktails potentially 

responsible for the antifungal activity of selected cultures (Leyva-Salas et al. 2018) through the 

discriminant analysis. 

In a previous study (Leyva Salas et al. 2018), the antifungal cultures A1, A2 and A3 showed a 

similar inhibition of P. commune in cheese model and yogurt. The compounds found in the 

intersection of diagrams of A1, A2 and A3 (Figure 3) in cheese model (HPPA, HPLA, PLA, 

HCA, PY, C18:0, C18:1, VX, UDN) and yogurt (acetic acid, HCA, C10:0, C12:0, C16:0) could 
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thus inhibit P. commune. The high concentrations of most of these compounds were associated 

with a slight or strong antifungal activity against P. commune, as a result of the discriminant 

analysis. In cheese model, only A1 and A2 strongly inhibited G. geotrichum and Y. lipolytica, 

two resistant yeasts, while A3 only slightly inhibited these yeasts. Thus, the inhibition of these 

latter may be related to the high production of HPLA by A1 and A2 (concentration 6 and 4 

times higher compared to the controls for A1-A2 and A3, respectively). In cheese model and 

yogurt, A1 inhibited 6 other fungal targets for a longer time compared to A2 and A3. Based on 

this result, fatty acids appear as good candidates to explain the wider spectrum of A1 in these 

two products.  

This is in sour cream that the antifungal cultures showed the highest antifungal activity. 

Moreover, P. commune was inhibited for a longer time by A1 than by A3. Therefore, the 

compounds produced by A1, most of them being correlated to a strong antifungal activity as 

shown by the discriminant analysis (i.e. HPLA, HCA, PCA, acetic acid, acetoin, diacetyl and 

VX) could act synergistically to highly inhibit the fungal targets.  

In semi-hard cheese, A1 and A3 produced in common a cocktail of 12 compounds (acetic acid, 

HPPA, HCA, acetoin, MV, HPLA, PLA, PY, NN, UDN, HTN and diacetyl), but the 

concentrations of these compounds were higher in A1 cheeses compared to A3. Interestingly, 

the antifungal culture A1 previously showed similar, and for some fungi, higher antifungal 

activity compared to CC3 commercial cultures (Leyva Salas et al. 2018). Thus, the 

concentration of the cocktail of compounds produced by A1 could play a role in its higher 

antifungal activity. Such hypothesis is well supported by the discriminant analysis results as 

most of these compounds were associated with slight (acetic acid, HPPA, HPLA, MV, PLA) or 

strong inhibition (D). 

Antifungal proteinaceous compounds were produced by several lactobacilli strains, e. g. L. 

plantarum IS10, ALAC-4 and YML007, L. brevis NCDC 02, L. paracasei M3 (Ahmad Rather 

et al., 2013; Atanassova, 2003; Chen et al., 2018; Falguni et al., 2010; Muhialdin et al., 2016). 

Concerning the selected antifungal cultures, further studies will be needed to determine whether 

proteinaceous compounds may also be involved with the observed antifungal activity. 

The analyses performed in this study showed that 33 compounds, corresponding to organic 

acids, free fatty acids and volatile compounds, were produced differently, qualitatively and 

quantitatively, according to the tested dairy products and antifungal cultures. Moreover, the 22 
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compounds produced in common by A1 and A3 in at least one of the dairy products at the 

concentrations produced by A1 may potentially be specifically responsible for its antifungal 

activity. These 2 antifungal cultures have been proposed as biopreservative cultures (Leyva 

Salas et al. 2018). The results of discriminant analyses showed that different cocktails of some 

compounds at high concentration were associated to an antifungal activity. This study 

demonstrates the complexity of the production of antifungal compounds in food matrices such 

as dairy products and is a valuable source of cocktails of antifungal compounds for investigation 

of antifungal properties of lactic acid bacterial cultures. Finally, the antifungal activity of the 

identified compounds, alone and in cocktails, in dairy products should be further investigated. 
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Table 1. Targeted antifungal compounds and corresponding detection methods used. 

 
Ab. Compound IUPAC name (common name)  CAS Or. Method CM Y SC Chi Chf 

C2 ethanoic acid (acetic acid) 64-19-7 C 1*,3,4 • • • • + 
C4 butanoic acic (butyric acid) 107-92-6 L 1, 3*, 4 + + + + • 

iC4 2-methylpropionic acid (isobutyric acid) 79-31-2 AA 1, 4* - - - - - 
iC5 3-methylbutanoic acid (isovaleric acid) 503-74-2 AA 2*, 4 - - + + + 
C6:0 hexanoic acid (caproic acid) 142-62-1 L 1, 3*, 4 + + + + + 
C7:0 heptanoic acid 111-14-8 L 3*, 4 - - - - - 
C8:0 octanoic acid (caprylic acid) 124-07-2 L 3*, 4 + • + + + 
C9:0 nonanoic acid 112-05-0 L 3*, 4 - - - - - 
C10 decanoic acid (capric acid) 334-48-5 L 3 + • + + + 
C11:0 undecanoic acid  112-37-8 L 3 - - - - - 
C12:0 dodecanoic acid  143-07-7 L 3 + • + + + 
C14:0 tetradecanoic acid (myristic acid) 544-63-8 L 3 + + + +  

C15:0 pentadecanoic acid 1002-84-2 L 3 • + + + + 
C16:0 hexadecanoic acid (palmitic acid) 57-10-3 L 3 + • + + + 
C16:1 9-hexadecenoic acid (palmitoleic acid) 373-49-9 L 3 • • + + + 
C18:1 (9Z)-9-octadecenoic acid (oleic acid) 112-80-1 L 3 • • + + + 
C18:0 octadecanoic acid (stearic acid) 57-11-4 L 3 • • + + + 
C18:2 (9Z,12Z)-9,12-octadecadienoic acid (linoleic acid) 60-33-3 L 3 • • + + + 
C18:3 (9Z,12Z,15Z)-octadeca-9,12,15-trienoic acid (linolenic acid) 463-40-1 L 3 - - - - - 
C19:0 nonadecanoic acid 646-30-0 L 3 - - - - - 
C20:0 eicosanoic acid (arachidic acid) 506-30-9 L 3 - - - - - 
AGA N-acetyl-D-glucosamine 7512-17-6 AA 2 - - - - - 
AZA nonanedioic acid (azelaic acid) 64-19-7 C 2 - - - - + 
BPH 2,4 di-tert-butylphenol 96-76-4  AA 2 - - - - - 
BZA benzenecarboxylic acid (benzoic acid) 65-85-0  AA 1, 2 * + + + + • 

CA 2-hydroxypropane-1,2,3-tricarboxylic acid (citric acid) 77-92-9 C 1 + + + + + 
CY cytidine 65-46-3 AA 2 - - - - - 
DCY 2'-deoxycytidine 951-77-9 AA 2 - - - - - 
DHB 1,2-dihydroxybenzene (catechol) 120-80-9 AA 2 - - - - - 
DHC 3,4-dihydroxycinnamic acid (caffeic acid) 331-39-5  AA 2 - - - - - 
DHHC 3,4-dihydroxyhydrocinnamic acid (hydrocaffeic acid) 1078-61-1 AA 2 - - - - - 
FA 4-hydroxy-3-methoxycinnamic acid (ferulic acid) 1135-24-6 AA 2 - - - - - 
GA D glucuronic acid 6556-12-3 AA 2 - - - - - 
HBZ 4-hydroxybenzoic acid  99-96-7 AA 2 - - - - - 
HC10 3-hydroxydecanoic acid  5561-87-5 FFA 2 • + + + • 

2HC12 2-hydroxydodecanoic acid (2-hydroxylauric acid) 2984-55-6 FFA 2 + + - - - 
3HC12 3-hydroxydodecanoic acid (3-hydroxylauric acid) 1883-13-2 FFA 2 + + + + + 
HC14 3-hydroxytetradecanoic acid (3-hydroxymyristic acid) 3422-31-9  FFA 2 + + - - - 
HCA 3-phenylpropionic acid (hydrocinnamic acid) 501-52-0 AA 1, 2* • • • • • 

4HCA trans-4-hydroxycinnamic acid (p-coumaric acid) 501-98-4  AA 2 - - - - - 
HiC6 2-hydroxy-4-methypentanoic acid (hydroxyisocaproic acid) 13748-90-8  AA 2 + • + • • 

HMPPA 3-(4-hydroxy-3-methoxyphenyl) propionic acid  1135-23-5  AA 2 - - - - - 
HPLA 3-(4-hydroxyphenyl)-2-hydroxypropanoic acid  6482-98-0  AA 1, 2 * • • • • • 

HPPA 3-(4-hydroxyphenyl) propionic acid  501-97-3  AA 2 • • • • • 

LA DL-lactic acid  50-21-5  C 1 + + + + • 

MCA (2E)-2-methyl-3-phenylacrylic acid (α-methylcinnamic acid) 1199-77-5 AA 2 + • - - - 
MV 4-hydroxy-4-methyltetrahydro-2H-pyran-2-one (mevalonolactone) 19115-49-2 C 2 + • + • • 

PAA phenyl ethanoate (phenyl acetate)  122-79-2 AA 1, 2* + • • + + 
PCA 2-pyrrolidone-5-carboxylic acid (DL-pyroglutamic acid) 149-87-1 AA 1 • • • + • 

PLA (S)-2-hydroxy-3-phenylpropionic acid (phenyllactic acid) 828-01-3 AA 1, 2 * • • + • + 
PPA propanoic acid (propionic acid) 79-09-4 C 1*,4, 3 - - - - - 
PY 2-oxopropanoic acid (pyruvic acid) 127-17-3 C 1 • • + • • 

RA (R,Z)-12-Hydroxyoctadec-9-enoic acid (ricinoleic acid) 141-22-0 FFA 2 - - - - - 
SA butanedioic acid (succinic acid) 110-15-6 C 1*,2 + • • + • 

SAA 2-hydroxybenzoic acid (salicylic acid) 69-72-7 AA 1, 2 - - - - - 
VA 4-hydroxy-3-methoxybenzoic acid (vanillic acid) 121-34-6  AA 2 - - - - - 

(Ab.) = abbreviations. Compound name according to IUPAC (International Union of Pure and Applied Chemistry) nomenclature followed by 
trivial name. Identification and quantification method: (1) HPLC coupled to UV or refractometer detectors; (2) LC-Q-ToF; (3) GC-FID, and/or 
(4) GC-MS. (*) chosen quantification for statical analysis. Pathway of origin (Or.): (L) lipolysis, (C) carbohydrate metabolism, (AA), amino 
acid metabolism or (FFA) free fatty acid metabolism. (+) Detected compounds, and (•) significantly higher in each product with A1, A2, A3, 
X1, X2 and/or CC3 compared to controls, (-) not detected or at concentrations < LOD in cheese model (CM), yogurt (Y), sour cream (SC) and 
semi-hard cheese before ripening (Chi) and after 4 weeks of ripening (Chf).  
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Table 2. Volatile compounds and their corresponding retention index, quantification ion 

and CAS number 

Ab. Compound (trivial name) m/z Identification RI CAS Or. CM Y SC Chi Chf 

AC 3,2-hydroxybutanone (acetoin) 88 S, RI, DB 1274 513-86-0 C + • • • + 

ACTN 2-propanone (acetone) 58 RI, DB 811 67-64-1 C • + + + • 

BTN 2-butanone 72 RI, DB 895 78-93-3 C + + + +  

BZH benzaldehyde 106 S, RI, DB 1511 100-52-7 AA • + + + + 

C2 acetic acid 60 S, RI, DB 1451 64-19-7 C • • • • + 

C4 butanoic acid 60 S, RI, DB 1624 107-92-6 L + + + + • 

C6 hexanoic acid 60 S, DB N/A 142-62-1 L + + + + + 

C7 heptanoic acid 87 S, DB N/A 111-14-8 L + + - -  

C8 octanoic acid 101 S, DB N/A 124-07-2 L + + + + + 

C9 nonanoic acid 115 S, DB N/A 112-05-0 L + + - + + 

D 2,3-butanedione (diacetyl) 86 S, RI, DB 970 431-03-8 C • • • • + 

DMS dimethyl sulfone 79 DB N/A 67-71-0 AA + + + + + 

HTN 2-heptanone 58 S, RI, DB 1178 110-43-0 FFA • + + • • 

iC4 2-methylpropanoic acid 73 S, RI, DB 1563 79-31-2 AA - - - + + 

iC5 3-methylbutanoic acid 60 S, RI, DB 1664 503-74-2 AA - - - + + 

mC5 3-methylpentanoic acid 74 DB N/A 105-43-1 AA + + - -  

NN 2-nonanone 58 S, RI, DB 1378 821-55-6 FFA • + + • • 

PD 2,3-pentanedione 100 RI, DB 1042 600-14-6 C + • - -  

UDN 2-undecanone 58 RI, DB 1588 112-12-9 FFA • + - • • 

VX non-identified 87 N/A 1272 N/A N/A • • • - - 

 (Ab.) = abbreviations. Compound name according to IUPAC (International Union of Pure and Applied Chemistry) nomenclature followed by 
trivial name. Compounds identified on the basis of: (S), Retention time and mass spectrum from standard; (RI), retention index; (DB), mass 
spectral data Library NIST; (RI),Kovats retention index; (N/A), not applicable. (CAS), Chemical Abstract Service registry number. (Or.), 
Pathway of origin: (L) lipolysis, (C) carbohydrate metabolism, (AA), amino acid metabolism or (FFA) free fatty acid metabolism. (+) Detected 
compounds; (•) compound present at significantly higher concentration in the products with A1, A2, A3, X1, X2 and/or CC3 compared to 
controls, (-) not detected or at concentrations < LOD in (CM), cheese model; (Y), yogurt; (SC), sour cream; and (Chi) semi-hard cheese before 
ripening and (Chf) after 4 weeks of ripening. N/A, xxx 
 
 

Table 3. Quantification of 5 volatile compounds (mg/kg) in the 4 studied dairy products 

with the antifungal culture A1 and control. 

        Cheese model Yogurt Sour cream Cheese 

Volatile compound m/z LOD LOQ A1 C A1 C A1 C A1 C 

diacetyl 86  0.06 0.2  13.4 3.7 3.7 1.91 3.3 0.6 6.2 - 

2,3-pentanedione 57  0.001 0.004  0.01 0.01 0.2 0.2 - - 0.01 0.02 

2-heptanone 58  0.002 0.007  - - - - - - - - 

2-nonanone 58  0.01 0.04  - - 1.3 0.3 4.0 1.5 - - 

2-undecanone 58 0.05 0.15 - - 0.1 0.15 - - - - 

m/z= quantification ion. Dairy products with antifungal culture A1 or without (control, C). (-) Ions detected but quantity below the limit of 
detection (LOD) and quantification (LOQ) 
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Table 4. Compounds discriminating the level of inhibition observed for two fungal 

targets, Mucor racemosus and Penicillium commune, according to the results of the 

discriminant analyses performed on the compositional data of four dairy products, 

considered globally and individually. 

 
All dairy products Cheese model Yogurt* Sour cream 

Semi-hard 

cheese* 

 

P. 

commune 

M. 

racemosus 

P. 

commune 

M. 

racemosus 

P. 

commune 

P. 

commune 

M. 

racemosus 

P. 

commune 

S
li

g
h

t 
in

h
ib

it
io

n
 [

1
;2

] 
 

HPLA BTN HPLA BTN  SA C18:2 MV 
PY C18:2 PLA C9  BTN HC10 HPPA 

C4:0 C14:0 HPPA   AC  BZA 
MCA C8 HCA   C15:0  C2 

SA PLA    C14:0  UDN 
C15:0     C12:0  NN 
C8:0       ACTN 

HPPA       MCA 
C14:0       HPLA 
C12:0       PLA 
PLA       LA 

S
tr

o
n

g
 i

n
h

ib
it

io
n

 (
>

 2
) 

 

D D VX D PCA HCA D D 
VX C2 D VX MCA HPLA AC AC 
C9 VX NN NN SA D VX  

BZA NN PY PD PLA PAA HCA  
PD  PD C2 D LA C2  

BZA    C2 PY C15:0  
PAA    C10:0    

    C16:0    
    C9:0    
    HCA    
    HPLA    

$ see text for details; *There was no inhibition of M. racemosus in yogurt and semi-hard cheese. For 
compound abbreviations see Tables 1 &2  
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Figure 18. Means of organic and free fatty acid concentrations in mg/kg of (CM) cheese 

model, (Y) yogurt, (SC) sour cream and semi-hard cheese (Chi) before and (Chf) after 4 

weeks ripening. (A), compounds at concentrations above 5% of all detected compounds 

in at least one dairy product; (B), compounds above 2% in at least one dairy product 

among the “others” shown in (A); (C) detail of the “others” shown in (B). See Table 1 for 

abbreviations  

 

 

Figure 2. (A) Variable factor map and (B) Individual factor map of principal component 

analysis on 53 antifungal quantified in 4 dairy products (CM, cheese model; Y, yogurt; SC, 
sour cream; Chi, semi-hard cheeses before ripening and Chf after 4 weeks of ripening) 
inoculated with different antifungal cultures (A1, A2, A3, X1, X2, CC3) and in control (C) 
products without antifungal cultures. The score intensity of the inhibition and days of inhibition 
of two fungal targets, Mucor racemosus and Penicillium commune, are projected as 
supplementary variables (dotted blue lines). For compounds abbreviation see Tables 1 & 2.The 
variables poorly represented on this plot (square cosinus limit below 0.6) are not shown. 
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Figure 3. Compounds produced by antifungal cultures A1, A3, X1 and CC3 in cheese 

model, yogurt, sour cream, and semi-hard cheese before ripening (Chi).  

Antifungal cultures inoculated at 2.107 CFU/mL except in semi-hard cheese (5.106 CFU/mL). 
C are controls without antifungal cultures. For compound abbreviations see Tables 1 and 2. 
Compounds produced by the reference culture X2 are not shown because of its low antifungal 
activity (Leyva-Salas et al. 2018). 
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v 

 

Figure 4. Concentrations of acetic acid (mg/kg) in cheese model (CM), yogurt (Y), sour 

cream (SC) and semi-hard cheese before ripening (Chi) with antifungal cultures A1, A2, 

X1 and CC1, and in controls (C) without antifungal cultures.  

 (A) (B) (C)  

              (D)  (E)  (F)  

Figure 5. Six compounds out of 20 produced by A1 in semi-hard cheeses.  

These compounds are higher in cheeses after 4 weeks of ripening (cheeses before ripening -
dark colors - compared to the non-ripened cheeses-light colors). (A) acetoin, (B) acetic acid, 
(C) 2-pyrrolidone-2-carboxylic acid, (D) hydroxyphenyllactic acid, (E) phenyllactic acid and  
(F) succinic acid. 
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(A) (B) (C)  

(D) (E) (F)  

Figure 6. Concentrations (mg/kg) of 6 compounds out of 8 that varied according to the 

inoculum level of the antifungal cultures in sour cream.  

A1 and A3 inoculated at 2.107, 5.106 and 106 CFU/mL in sour cream. (A) acetic acid, (B) 
hydroxyphenyl propionic acid, (C) diacetyl in log10 arbitrary units, (D) 3-pyrrolidone-5-
carboxylic acid; (E) phenylacetic acid and (F) hydroxyphenyllactic acid  
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(A)  

(B)  

Figure 719. Discriminant analysis map of compounds according to the inhibition of 

Penicillium commune.  

(A) Observations and (B) Variables. (0) no-inhibition, [1;2], slight inhibition, and (> 2) strong 
inhibition.. For abbreviations of compounds see Table 1 & 2. 
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 Résultats majeurs 

i. Identification des acides organiques, des AGL et des composés volatils 

L’utilisation de 4 méthodes chromatographiques (HPLC-UV/RI, LC-Q-ToF, GC-FID, GC-MS) 

a permis de détecter/quantifier 53 composés antifongiques (acides organiques, AGL et 

composés volatils) dans au moins 1 des 4 produits laitiers analysés (Tableaux 1 et 2 - Article 

5). Les concentrations des composés varient fortement selon le produit laitier, mettant en 

évidence l’impact de la différence de nature physico-chimique de chaque produit et des couples 

temps/température de fermentation employés (Figure 2 - Article 5). Les acides lactique, 

acétique et citrique ont été détectés aux concentrations les plus élevées (>100 mg/kg) alors que 

les autres acides organiques, composés volatils et acides gras libres étaient présents à des 

concentrations nettement inférieures.  

ii. Composés antifongiques produits par les cultures antifongiques  

En dehors des variations marquées des concentrations des composés entre produits laitiers, le 

traitement des données par analyse de variance suivie de tests de comparaison de moyennes a 

montré des variations de concentrations de certains composés selon la culture antifongique 

utilisée. Ce sont 33 composés qui étaient en concentrations significativement (p > 0.05) plus 

élevées en présence d’une ou plus des cultures antifongiques testées dans les produits laitiers 

analysés (Tableau 1 et 2 - Article 5). Parmi ces composés, 6 étaient produits par au moins une 

des cultures antifongiques dans les 4 produits laitiers : acides acétique, hydroxyphenyllactique, 

hydroxyphenylpropionique, hydrocinnamique et pyrrolidone-2-carboxylique ainsi que 

diacétyle.  

L’ensemble des différents composés produits par les cultures antifongiques sont appelés dans 

ce document « cocktails de composés ». Les cocktails de composés étaient différents en nombre 

de composés (qualitatif) et en concentrations (quantitatif) selon la culture antifongique et le 

produit laitier considérés.  

Chaque culture antifongique était associée à un cocktail distinct de composés antifongiques, et 

ce profil différait dans les 4 produits laitiers, (Figures 3 - Article 5). Les résultats des analyses 

statistiques ont montré que 17 composés en modèle « fromage » et 25 composés en yaourt ont 

été produits par A1, A2, A3, X1 et CC3, en cocktails de 7 à 16 composés selon la culture 
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antifongique. Ainsi les cultures A1, A2, A3 et commerciales, inoculées à 2.107 CFU/mL, ont 

produit 8 composés en crème fraîche et, à 5.106 UFC/mL, 13 composés en pâte pressée en 

cocktails de 2 à 13 composés, selon la culture antifongique.  

En général, les concentrations des composés diffèrent légèrement entre les cultures 

antifongiques. La culture antifongique A1 a produit la plupart des composés à des teneurs ~1.5 

à 6 fois plus élevées que celle des témoins dans les 4 produits laitiers. L’acide acétique était 

produit par la culture A1 à la concentration la plus élevée comparativement aux autres cultures 

antifongiques dans les 4 produits laitiers (de 2,5 à 6 fois plus élevée comparativement aux 

témoins, selon le produit laitier). De plus, dans les fromages à pâte pressée, les cultures A1, A3 

et commerciales ont produit 20 à 28 fois plus d’acide pyruvique comparé au témoin. Dans la 

crème fraîche, A3 a produit seulement l’acide hydroxyphenyllactique qui est aussi produit par 

A1 alors que dans les autres 3 produits laitiers, les cultures A1, A2, A3 et commerciales avait 

entre 3 et 12 composés en commun. Indépendamment du produit laitier, A1 et A3 produisent 

22 composés en commun sur un total de 30 composés produits par les 2 cultures. 

Dans la crème fraîche, le niveau de population des cultures antifongiques A1 et A3 était à la 

concentration de 8 composés produits par les cultures antifongiques : l'acétoïne, le diacétyle, le 

phényle acétate, le volatil non-identifié (VX) et les acides acétique, pyrrolidone-2-

carboxylique, hydroxyphenylpropionique et hydroxyphenyllactique. Les concentrations de 7 et 

5 de ces composés sont apparues proportionnelles aux populations, respectivement, d’A1 et A3 

(Figure 6 - Article 5).  

La quantification des composés dans les fromages au début (Chi) et après 4 semaines (Chf) 

d’affinage a montré un effet du temps d’affinage sur la production des composés antifongiques. 

Pendant le temps d’affinage, 15 composés ont vu leurs concentrations augmenter d’1,5 à 15 

fois plus par rapport au point Chi. Parmi ces composés, 7 ont aussi augmenté dans les fromages 

témoins, mais leur augmentation a été plus marquée dans les produits avec adjonction des 

cultures antifongiques.  

iii. Composés antifongiques potentiellement support de l’activité antifongique 

Dans la première partie de cette thèse, il a été montré que l’activité antifongique variait selon 

la cible. En conséquence, l’AD sur l’ACP de tous les composés et des 4 produits laitiers a été 

faite par cible fongique dans lesquels les cocktails de composés, corrélés à l’inhibition de P. 

commune et M. racemosus, sont différents. Par exemple, parmi les 7 et 4 composés corrélés 
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respectivement à une forte inhibition de P. commune et M. racemosus, le diacétyle et VX sont 

les seuls en commun (Tableau 4 - Article 5). 

Comme montré dans la partie I, l’inhibition des cibles fongiques, comme la production de 

composés, varient selon le produit laitier. Le tableau 4 de l’article 5 montre les différents 

cocktails de composés corrélés à l’inhibition de P. commune et M. racemosus, séparément et 

par produit laitier.  

Les 33 composés produits par les cultures A1, A2, A3, X1, X2 et/ou CC3 dans les produits 

laitiers par rapport aux témoins sont des composés potentiellement support de l’activité 

antifongique. Ceci est conforté par les analyses discriminantes qui ont montré que la plupart de 

ces 33 composés étaient corrélés à une inhibition moyenne et forte inhibition de P. commune et 

M. racemosus.  
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 Impact scientifique 

Parmi les 52 composés identifiés/quantifiés par les 4 méthodes chromatographiques utilisées, 

33 composés ont été produits par les cultures antifongiques A1, A2, A3, X1, X2 et/ou CC3 en 

quantités significativement plus élevées par rapport aux témoins. De plus, chacune des cultures 

antifongiques a produit un cocktail allant de 2 à 16 de ces composés, selon le produit laitier.  

Les composés qui ont été le plus souvent trouvés dans les différents cocktails sont les acides 

acétique, hydroxyphenyllactique, pyruvique, phényllactique, succinique et décanoïque ainsi 

que le diacétyle, la 2-nonanone, le composé volatil VX et quelques acides gras non-saturés. La 

teneur en acide lactique, le composé le plus abondant dans les 4 produits laitiers, ne variait pas 

significativement en présence des cultures antifongiques, sauf pendant l’affinage. Cependant, 

d’après la littérature, il joue un rôle important dans l’activité antifongique globale, qui résulte 

d’une synergie entre les molécules.  

L’étude de différentes cultures antifongique dans 4 produits laitiers a confirmé l’impact, aux 

niveaux qualitatifs et quantitatifs, du milieu de croissance sur la production de composés 

antifongiques. 

Cette étude a fourni une vue étendue de la diversité des cocktails de composés produits par les 

cultures antifongiques utilisées comme ferment additionnels dans les produits laitiers. Mais il 

faut noter que tous ces composés ont été aussi retrouvés dans les produits laitiers contrôles. 

Finalement, la plupart des composés corrélés à une inhibition moyenne et forte inhibition de P. 

commune et M. racemosus font partie des cocktails produits par les cultures antifongiques. 

Néanmoins, leur part respective dans l’activité antifongique de différentes cultures 

antifongiques reste encore à déterminer. 
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Chapitre III. Discussion générale et 

perspectives de travail 
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Dans un contexte de risques de contamination fongique des produits laitiers, de pertes 
économiques et de gaspillage alimentaire associés, mais aussi d’attentes sociétales pour plus 
de « naturalité » des produits alimentaires (par exemple concept clean label), la bioprotection 
est une alternative d’intérêt croissant qui a été l’objet d’étude de cette thèse L’utilisation de 
bactéries lactiques en tant que cultures additionnelles pour remplacer des conservateurs 
chimiques vise à maintenir la qualité et à étendre la durée de vie des produits laitiers 
fermentés, en luttant contre les contaminations fongiques. Ainsi, les travaux réalisés ont 
démontré l’activité antifongique de cultures combinant des souches de lactobacilles en 
explorant, d’une part, leur capacité à inhiber des contaminants fongiques dans des produits 
finis obtenus à l’échelle pilote et, d’autre part, à produire une variété de composés 
antifongiques dans différents produits laitiers.  

L’activité antifongique est un système faisant intervenir 3 acteurs, comme l’illustre la Figure 

18 pour le système et les aspects considérés dans le cadre de cette thèse. Ces trois acteurs sont  : 

(i) les cultures antifongiques sélectionnées et utilisées comme ferments additionnels (l’agent 

antifongique), (ii) les cibles fongiques visées et (iii) les produits laitiers fermentés (l’aliment). 

Les résultats de cette thèse ont montré que l’activité antifongique est un phénomène complexe 

qui varie selon : (i) la souche antifongique ou les combinaisons de souches considérées, (ii) la 

population atteinte par ces cultures antifongiques, (iii) la nature et la concentration des 

composés antifongiques produits, (iv) la cible fongique et (v) la nature du produit laitier.  

Ce Chapitre III discute les résultats obtenus et présente des perspectives de recherche de 

l’ensemble des résultats. Il est structuré en trois parties :  la stratégie de criblage de souches 

actives, puis des aspects concernant chacun des trois acteurs de l’activité antifongique, et enfin 

les contraintes liées à la commercialisation des cultures bioprotectrices. 
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Figure 20. Diagramme représentant les interactions possibles entre les cultures 

antifongiques en tant que ferments additionnels producteurs des composés antifongiques, 

les cibles fongiques et les produits laitiers fermentés dans un contexte de bioprotection. 

Les aspects étudiés dans cette thèse sont indiqués en noir et en gras. ROS: espèce 

d'oxygène réactif, [N]: teneur en nutriments, H%: hygrométrie (adapté de Leyva-Salas et 

al., 2017) 

 

i. Stratégie de sélection des souches à activité antifongique dans des matrices laitières 

La première partie de la thèse (Partie 1 du Chapitre II) visait à sélectionner des cultures 

antifongiques efficaces applicables comme ferments additionnels dans des produits laitiers. 

Alors que le potentiel antifongique de divers micro-organismes a été largement rapporté dans 

la littérature, des études récentes ont montré qu’une perte significative de l’activité antifongique 

a souvent été observée entre les études in vitro dans des milieux synthétiques (e.g. MRS) et les 

conditions in situ dans des produits alimentaires (e.g., yaourt, pain au levain) (Delavenne et al., 

2013b; Le Lay et al., 2016c). En conséquence, dans l’évaluation de l’activité antifongique in 

vitro de cette thèse, nous avons choisi d’utiliser des matrices laitières avec une méthode de 

criblage à haut-débit. Travailler directement avec un produit laitier aurait été l’idéal mais 

n’aurait pas été compatible avec les nombreux paramètres évalués dans les étapes in vitro de 

sélection des cultures antifongiques (i.e. nombreuses souches, plusieurs niveaux d’inoculum, 

cibles fongiques, matrices laitières et ferments acidifiants). Travailler dans des matrices les plus 

proches possibles des produits laitiers nous paraissait une alternative d’intérêt et compatible 
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avec les exigences de haut-débit afin de faciliter le passage du criblage in vitro aux études in 

situ. Nous avons donc utilisé un fromage modèle développé par (Garnier et al., 2018)), constitué 

d’un rétentat d’ultrafiltration de lait, emprésuré et ensemencé avec un ferment acidifiant 

(composition après fermentation : pH de 4,6, 6%, de matière grasse et 21,5% de matière sèche) 

et distribué en plaque de 24 puits. Nous avons également utilisé une deuxième matrice en 

adaptant l’approche au yaourt (composition après fermentation : pH de 5,0, 1,6% de matière 

grasse et 15% de matière sèche). Les produits laitiers étant usuellement conservés à des 

températures réfrigérées, nous avons décidé d’incuber nos plaques de fromage modèle et de 

yaourt, après inoculation avec les cibles fongiques, respectivement à 12°C et 10°C, des 

températures proches de celle des réfrigérateurs des consommateurs mais qui permettent une 

croissance relativement rapide des champignons, qui sont, pour la plupart, psychrotrophes (Pitt 

and Hocking, 2009b). Ces conditions de croissance peuvent être considérées comme le « pire 

des cas » en comparaison des conditions de chaîne du froid en milieu industriel. La croissance 

des 4 cibles fongiques (i.e. P. commune, M. racemosus, G. geotrichum et Y. lipolytica) dans les 

matrices laitières a été évaluée avant de commencer le criblage afin de valider les matrice et les 

conditions d’incubation. Cette validation nous a permis de définir la cinétique de suivi pour 

chaque cible fongique. Cette méthode nous a permis de tester, in vitro, le potentiel antifongique 

de 32 souches et 13 combinaisons de souches contre 4, et jusqu’à 10 cibles fongiques, à 

différents niveaux d’inoculum, dans 2 matrices laitières et avec 5 ferments acidifiants, résultant 

en un total d’environ 6000 essais réalisées.  

Pour se rapprocher encore de la réalité, nous avons évalué l’efficacité et l’applicabilité des 

cultures antifongiques sélectionnées in situ sur des produits laitiers fabriqués à l’échelle pilote, 

à savoir crème fraîche et fromage à pâte pressée à croûte morgée. Travailler avec deux matrices 

laitières différentes, aussi bien in vitro qu’in situ, a permis d’évaluer l’activité antifongique des 

cultures dans différentes conditions biotiques et abiotiques (Figure 18). En effet, ces quatre 

produits laitiers se distinguent par leur composition et leur procédé de préparation, notamment 

au niveau des ferments acidifiants, températures et temps d’incubation appliqués. Le choix 

d’étudier l’activité antifongique dans des produits très différents visait à sélectionner des 

souches montrant une activité antifongique efficace dans une variété des produits finis 

présentant des caractères physico-chimiques variés. Les cultures antifongiques sélectionnées se 

sont révélées très actives à l’échelle pilote, cette stratégie a donc prouvé la robustesse de cette 

approche de sélection de cultures antifongiques. 
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Dans la deuxième partie (Partie II du Chapitre « Résultats »), les quatre matrices ont été 

analysées pour étudier les composés produits par les cultures sélectionnées et donc 

potentiellement supports de l’activité antifongique observée. L’activité antifongique variait 

selon le produit laitier, il était donc important d’un point de vue mécanistique d’identifier les 

composés potentiellement impliqués. Le mécanisme d’action des bactéries lactiques est associé 

à la production de divers composés et repose probablement sur un effet synergétique. Ces 

composés ont été classés en acides organiques, acides gras, composés volatils et/ou composés 

protéiques (Crowley et al., 2013b). Nous avons identifié les composés antifongiques 

potentiellement supports de l’activité de trois cultures antifongiques sélectionnées au cours de 

cette étude (A1, A2, A3), ainsi que de cultures commerciales (X1, X2 et CC3), dans les quatre 

produits laitiers testés. L’identification de ces composés dans plusieurs produits a permis 

d’avoir une vue étendue de leur diversité et de l’impact des facteurs intrinsèques de la matrice 

sur l’activité antifongique. Néanmoins, le choix de travailler dans des matrices laitières a aussi 

des limites. Par exemple, la matrice laitière limite les possibilités d’identifier des peptides, une 

catégorie de composés qui n’a pas été recherchée dans cette thèse et qui pourrait jouer dans 

l’activité antifongique. Ce choix ajoute également un niveau de complexité dans l’établissement 

du rôle des composés identifiés dans l’activité antifongique, sachant que bon nombre de ces 

composés sont déjà produits par les ferments acidifiants.  

ii. Modulation de l’activité antifongique selon les souches antifongiques et les 

combinaisons des souches 

Les bactéries lactiques et propioniques sont naturellement présentes dans les produits laitiers 

(Pfeiler and Klaenhammer, 2007), elles ont un long historique d’utilisation sans risque dans 

l’alimentation humaine et sont connues pour produire une grande variété de composés 

antifongiques. Ainsi, dans la première partie de cette thèse, 23 souches de bactéries lactiques 

appartenant aux genres Lactobacillus et Leuconostoc, et 9 souches de bactéries propioniques 

ont été sélectionnées parmi 500 souches criblées en tant que fermentats dans le cadre d’une 

thèse précédente (Garnier, 2017). Développer des cultures antifongiques à ajouter en tant 

ferments additionnels limite le choix des souches en particulier par rapport aux souches utilisées 

pour la production de fermentats, par exemple. Ainsi, les 32 souches ont été sélectionnées 

d’après leur compatibilité avec les conditions de fabrication des produits laitiers : i) mise à 

l’écart des espèces hétérofermentaires strictes pour éviter la production de CO2, ii) choix 

d’espèces susceptible de se développer à basse températures et mésophiles pour apporter une 
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flexibilité par rapport aux différents conditions de fermentation mises en œuvre dans la 

fabrication des produits laitiers fermentés et iii) choix d’espèces connues pour être 

antifongiques. De plus, les études précédentes ayant montré que l’activité antifongique varie 

selon la souche au sein d’une même espèce, nous avons sélectionné plusieurs souches pour la 

plupart des espèces sélectionnées. Bien entendu, les organismes fongiques, levures et 

moisissures, n’ont pas non plus été retenus en tant qu’agents antifongiques potentiels dans ce 

contexte. 

Parmi les souches criblées, 13 des 15 souches les plus actives appartenaient au genre 

Lactobacillus, dont L. brevis (n=1), L. buchneri (n=1), L. casei (n=2), L. harbinensis (n=1), L. 

plantarum (n=3), et L. rhamnosus (n=5). Comme discuté dans la Partie I du chapitre 

« Résultats », toutes ces espèces avaient été précédemment rapportées dans la littérature comme 

ayant une activité antifongique. Globalement, et en accord avec de récentes études (Cortés-

Zavaleta et al., 2014; Le Lay et al., 2016c; Russo et al., 2017), ces résultats confirment le 

caractère souche-dépendant de l’activité antifongique. A titre d’exemple, dans le modèle 

fromage, la souche L. rhamnosus CIRM-BIA1113, présente dans l’une des combinaisons 

efficaces A3, inhibe totalement P. commune alors que la souche L. rhamnosus CIRM-BIA930 

n’a montré aucune inhibition de cette cible. Les bactéries appartenant aux genres Leuconostoc 

et Propionibacterium ont montré une faible activité antifongique, probablement parce que les 

températures et temps d’incubation appliqués n’ont pas permis leur développement suffisant 

dans les matrices laitières. Vérifier le niveau de croissance de ces bactéries permettrait de 

confirmer cette hypothèse.  

Les bactéries du genre Lactobacillus sont les principales bactéries non levains qui se 

développent naturellement dans les produits laitiers (Gobbetti et al., 2015). En plus, certaines 

espèces sont considérées « nomades » (Figure 9, Chapitre I) comme L. rhamnosus et 

L. plantarum. En effet, des souches criblées, les plus efficaces appartiennent aux espèces 

L. harbinensis, L. plantarum et L. rhamnosus. A l’avenir, pour développer des ferments de 

bioprotection pour des produits laitiers, la sélection des souches à cribler pourrait être réduite à 

ces espèces en augmentant leur nombre de souches. A titre d’exemple, l’espèce L. harbinensis, 

isolée pour la première fois en 2005 à partir de légumes fermentés (Miyamoto et al., 2005), a 

montré une activité antifongique en yaourt ((Delavenne et al., 2015) et la souche L172 inclue 

dans cette thèse est une des plus efficaces. 
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Concernant la combinaison de souches, des études antérieures avaient montré que la 

combinaison de bactéries lactiques et/ou propioniques antifongiques augmentait l’inhibition des 

cibles fongiques par rapport aux souches en culture pure (El-Shafei et al., 2008; Fernandez et 

al., 2017; Schwenninger and Meile, 2004). Nous avons donc sélectionné 5 souches de 

lactobacilles, à savoir L. brevis L128, L. harbinensis L172, L. plantarum L244 et L. rhamnosus 

CIRM-BIA1112 et CIRM-BIA1113, pour évaluer leur activité antifongique en combinaisons 

binaires et ternaires. Parmi les 13 combinaisons testées, 4 combinaisons binaires présentaient 

une augmentation de l’intensité d’inhibition de certaines cibles par rapport aux souches en 

culture pure. Contrairement à ce qui était attendu, les combinaisons ternaires ont montré une 

légère perte de l’intensité d’inhibition de certaines cibles fongiques. La quantification de la 

population de chaque souche après fermentation pour les combinaisons testées pourrait donner 

des pistes pour déterminer si l’absence d’amélioration de l’activité antifongique en combinaison 

était due au mauvais développement d’une des souches. Pour ce faire, il aurait était nécessaire 

de développer des milieux sélectifs de dénombrement ou des tests spécifiques en biologie 

moléculaire pour différencier les souches en combinaisons et les ferments acidifiants. La mise 

au point d’une méthode de biologie moléculaire aurait été chronophage, mais sur la base des 

résultats de l’évaluation de l’antibiorésistance des souches (cf. Article 4), une méthode de 

dénombrement des souches en combinaison dans des modèles laitiers a été mise au point dans 

le cadre d’un stage de Master 2 que j’ai co-encadré. Néanmoins, cette méthode n’est pas 

applicable au yaourt parce que le ferment acidifiant contient une espèce de Lactobacillus qui 

n’est pas inhibée dans les milieux développés comme c’est le cas des lactocoques utilisés 

comme ferments acidifiants dans le modèle fromage. Cette méthode est donc applicable pour 

dénombrer de façon élective L. plantarum L244, L. harbinensis l172 et L. rhamnosus CIRM-

BIA1113 quand elles se trouvent en combinaisons binaires dans le modèle fromage. Ces 

milieux devraient permettre une meilleure appréhension du comportement des souches 

sélectionnées durant la production du fromage.  

Parmi les combinaisons testées, quatre combinaisons (A1, A2, A3 et A4) ont montré le même 

spectre d’action (nature et nombre de cibles inhibées) que les souches en culture individuelle 

mais une augmentation de la durée d’inhibition. Après avoir écarté deux des combinaisons (A2 

et A4) contenant la souche L. brevis L128 capable de produire des amines biogènes, deux 

combinaisons ont été finalement retenues pour évaluer leur efficacité et leur applicabilité en 

tant que cultures antifongiques à l’échelle pilote. Ces deux combinaisons associaient L. 

plantarum L244 avec, respectivement. L harbinensis L172 (A1) ou L. rhamnosus CIRM-
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BIA1113 (A3). Pour ces deux combinaisons, les deux souches se développaient de façon 

équivalente, comme le suggèrent les résultats de dénombrements sur le milieu LAMVAB utilisé 

pour quantifier leur population globale, et sur lequel les deux souches de ces combinaisons 

forment des colonies d’aspect différent, comme l’ont confirmé par la suite les résultats des 

dénombrements en modèle fromage grâce aux milieux avec antibiotiques développés. Si les 

combinaisons n’ont pas permis d’étendre le spectre d’action, nous avons souhaité les conserver 

car il existe une grande variété de produits laitiers et le fait d’utiliser un ferment de bioprotection 

contenant deux souches efficaces apporte plus de flexibilité, parce que cela augmente les 

chances de voir au moins une des souches se développer et montrer une activité contre les 

contaminations fongiques. Il est à noter que les espèces formant les 2 combinaisons sont 

mésophiles ; pour certains cas particuliers, il pourrait être intéressant de développer 

spécifiquement des ferments adaptés à ces procédés de fabrication.  

Le mécanisme d’action des bactéries lactiques antifongiques repose sur la production de 

composés antifongiques et de phénomènes de synergie entre ces composés (Crowley et al., 

2013b). Différentes méthodes chromatographiques ont donc été mises en œuvre pour identifier 

les composés potentiellement antifongiques, notamment les acides organiques et les acides gras 

(par une approche ciblée via HPLC, LC-Q-ToF et GC-FID), et les composés volatils (par une 

approche non ciblée via Head Space-GC-MS). Au total, 53 composés ont été détectés dans au 

moins un des quatre produits laitiers étudiés dont 33 ont été produits par les cultures A1, A2, 

A3, X1 et/ou CC3 à des concentrations significativement (p < 0,05) plus élevées que celles 

retrouvées dans les produits témoins. Nous avons montré que la production de composés 

antifongiques variait qualitativement et quantitativement selon la culture antifongique utilisée. 

Les cultures A1 et A3 ajoutées dans les quatre produits laitiers ont, quant à elles, produit en 

commun 22 composés dans au moins un des produits. Ces composés pourraient avoir été 

produits par la souche commune aux deux combinaisons, à savoir L. plantarum L244. Pour 

confirmer cette hypothèse et déterminer la contribution de chaque souche à l’activité 

antifongique en combinaison, il aurait été intéressant de quantifier les composés antifongiques 

produits individuellement par chacune des souches composant les combinaisons dans au moins 

un des produits. Pour avoir plus d’informations sur les composés supports de l’activité 

antifongique, l’analyse d’au moins un des produits avec une des souches criblées non 

antifongique aurait permis de comparer les « cocktails » des composés produits par cette souche 

comparativement à ceux des cultures efficaces.  
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iii. Modulation de l’activité antifongique selon la population des cultures 

antifongiques 

Afin de déterminer les niveaux d’inoculum optimaux pour les cultures antifongiques 

sélectionnées, mais aussi d’évaluer leur effet sur la croissance bactérienne et l’efficacité de 

l’activité antifongique, différents niveaux ont été testés in vitro (modèle fromage et yaourt) et 

in situ (crème fraîche), et la population a été dénombrée après fermentation (crème fraîche et 

fromage à pâte pressée). Des études antérieures ont montré que l’activité antifongique est 

modulée par la population des cultures antifongiques, qui dépend du niveau d’inoculum et de 

la croissance bactérienne durant la fermentation (Cosentino et al., 2018; Delavenne et al., 2015; 

Lačanin et al., 2017; Schwenninger and Meile, 2004). Au cours de cette étude, nous avons 

également observé cette modulation de l’activité antifongique par les niveaux d’inoculum in 

vitro et in situ, ce qui nous a permis de déterminer l’inoculum optimal des combinaisons, qui 

varie dans une large gamme de 106 à 2.107 UFC/mL, selon la matrice laitière et la cible 

fongique. Par exemple, A1 en crème fraîche inhibait P. commune et R. mucilaginosa à 5.106 et 

2.107 UFC/mL avec la même intensité, alors que l’intensité d’inhibition de M. racemosus 

augmentait avec le niveau d’inoculum (106, 5.106 ou 2.107 UFC/mL). Concernant la croissance 

des cultures dans le même exemple, elles ont augmenté d’1 log UFC/mL quel que soit le niveau 

d’inoculum, ce qui permet conclure que pour inhiber fortement (24 jours) P. commune et M. 

racemosus, une population finale de 107 est nécessaire. L’incubation des crèmes inoculées 

pendant une plus longue période (>22 h à 23°C) permettrait de déterminer la population 

maximale des cultures antifongiques. La croissance de 2 logs UFC/mL observée dans le 

fromage pourrait résulter des conditions de fermentation plus favorables (48 h à 23°C puis 24h 

à 12°C), mais d’autres caractéristiques technologiques et physico-chimiques de cette matrice 

pourraient aussi jouer un rôle positif sur la croissance. Il serait d’intérêt de tester des niveaux 

d’inoculum plus élevés pour déterminer si l’intensité de l’activité antifongique d’A1 contre M. 

racemosus peut continuer à augmenter. Bien entendu, ces approches ne seraient qu’à visée 

exploratoire car certainement incompatibles d’un point de vue économique avec les 

applications en industrie laitière. Pour des raisons de logistique et temps, nous n’avons testé 

qu’un seul niveau d’inoculum en fromage à pâte pressée qui correspond à celui conseillé par le 

fournisseur de la culture commerciale CC3 (5.106 UFC/mL). Tester en fromage des niveaux 

d’inoculum plus élevés (2.107 UFC/mL de lait par exemple) permettrait de déterminer si les 

populations atteintes et l’activité antifongique peuvent être augmentées. Cependant, la 
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population atteinte dans le fromage était déjà de 108 UFC/g, soit une population équivalente à 

celle atteinte en crème fraiche pour le niveau d’inoculum le plus élevé. L’activité antifongique 

n’est pas donc modulée que par la population des cultures antifongique mais aussi des composés 

produits par cette population (comme discuté dans le point suivant) et la matrice (aspect discuté 

plus loin dans ce chapitre).  

iv. Modulation de l’activité antifongique selon la nature et concentration des 

composés antifongiques produits 

L’effet du niveau d’ensemencement sur les composés antifongiques produits n’a été évalué 

qu’en crème fraîche, du fait de sa facilité de réalisation. Les résultats ont montré qu’il existe un 

lien entre la population et la production des composés antifongiques, et ce aussi bien 

qualitativement que quantitativement. Ainsi, les concentrations de certains composés produits 

par A1 et ou A3 dans la crème fraîche, comme l’acétoïne, le diacétyle et les acides acétique, 2-

pyrrolidone-5-carboxylique, hydroxyphenyllactique et hydroxyphenylpropionique, sont 

directement proportionnelles à la population. Ces composés font partie du « cocktail » des 

composés potentiellement responsables de l’activité antifongique de ces cultures. La plus forte 

concentration de ces composés est observée aux niveaux de populations les plus élevées. Par 

exemple, le « cocktail » des composés produits par A1 avec une croissance jusqu’à 5.107 

CFU/mL (inoculum 5.106 UFC/mL), aux concentrations quantifiées est suffisant pour inhiber 

fortement P. commune et R. mucilaginosa en crème fraîche. Cependant, la contribution de ces 

composés dans l’inhibition des cibles fongiques serait à confirmer dans un premier temps pour 

ensuite déterminer si l’inhibition des cibles est effectivement modulée par leurs concentrations. 

Ainsi, il serait d’intérêt de tester le cocktail produit par A1 inoculé à 5.106 UFC/mL aux 

concentrations retrouvées contre P. commune ou R. mucilaginosa. La contribution pourrait 

ensuite être déterminée à partir d’approches additive ou soustractive. Pour réaliser l’approche 

additive comme celle employée par (Le Lay et al., 2016a), on peut ajouter des composés par 

famille : acides organiques à concentrations élevées (e.g. acide acétique), acide gras et 

composés volatils. L’approche soustractive consisterait, sur la base d’un cocktail complet, à 

enlever 1 composé à la fois et à réévaluer l’activité antifongique. Une chute d’activité 

antifongique indiquerait que le composé écarté est un élément clé dans l’activité antifongique, 

alors qu’une absence de variation de l’activité indiquerait que ce composé ne contribue pas à 

l’activité du cocktail et peut-être écarté. Le choix d’une matrice adéquate pour réaliser de tels 

essais est complexe pour de nombreuses raisons : les 33 composés trouvés dans les cocktails 
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produits par les cultures antifongiques se trouvent déjà, à des concentrations plus faibles, dans 

le produit témoin, et il existe d’autres composés antifongiques que ceux quantifiés au cours de 

cette thèse (e.g. des peptides). Un des choix serait de travailler avec une des matrices laitières 

facile à manipuler comme la crème fraîche ou le modèle fromage. Différents cocktails de 

composés contribuent potentiellement à la forte inhibition observée de M. racemosus et P. 

commune, comme le suggèrent les résultats des analyses discriminantes (cf. Tableau 4 de 

l’Article 5). Les composés corrélés à une forte inhibition diffèrent selon la cible considérée. 

Ces cocktails de composés pourraient complémenter les études de la vérification des composés 

supports de l’activité antifongique pour identifier un cocktail capable d’inhiber les deux cibles 

fongiques ainsi qu’un cocktail pour chaque cible fongique. La détermination des CMI des 

composés identifiés comme support de l’activité antifongique contre ces cibles fongiques dans 

les matrices laitière donnerait également des informations complémentaires d’intérêt.  

L’activité antifongique des bactéries lactiques repose sur la métabolisation de nutriments et la 

production de composés pendant les fermentations. Ces composés correspondent aux acides 

lactique et acétique, retrouvés en fortes concentrations (0.1 à 15 kg/kg) dans nos essais, ainsi 

qu’à d’autres composés produits par différentes voies métaboliques (0.5 à 100 mg/kg). Par 

exemple les acides phényllactique et hydroxyphenyllactique sont issus du catabolisme des 

acides aminés, certains acides gras (e.g. C18:0, C18:2) sont issus de l’hydrolyse de la matière 

grasse, et le diacétyle issu du métabolisme du pyruvate et la 2-heptanone du métabolisme des 

acides gras libres (cf. Tableau 1 de l’Article 5). Comme indiqué précédemment, les cocktails 

identifiés varient selon la matrice et la culture antifongique ; en effet, chaque culture produit un 

« cocktail » de composés différents en termes de nombre, de nature et de concentration. La 

nature des composés est plus variable que la concentration entre cultures antifongiques dans 

une même matrice. Néanmoins, comme discuté plus loin dans ce chapitre, le produit laitier 

impacte la nature de ces cocktails. 

Pour étudier la production de composés antifongiques, plusieurs approches sont envisageables 

: métabolomique visant à quantifier un ensemble de molécules y compris de nature peptidique, 

et d’autres techniques –omiques comme la génomique et la transcriptomique. L’approche 

métabolomique a été utilisée dans cette thèse en combinant des méthodes ciblée et non ciblée. 

Un exemple d’exploration non ciblée des composés antifongique est celle utilisée par (Honoré 

et al., 2016) par laquelle les auteurs ont déterminé l’empreinte métabolique de trois souches de 

Lactobacillus paracasei contre Penicillium sp. nov. DCS 1541 et Penicillium solitum DCS 302 

dans un milieu chimiquement défini. Cette étude a confirmé que 28 composés sont 
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probablement impliqués dans l’activité antifongique dont 16 non identifiés. Dix des composés 

identifiés ont été ciblés dans notre étude. 

Concernant les composés de nature protéique, plusieurs souches de L. brevis, L. pentosus et L. 

plantarum ont été rapportées comme productrices de composés protéiques (i.e. peptides, 

dipeptides cycliques et bactériocines) responsables de l’activité antifongique observée 

(Atanassova, 2003; Chen et al., 2018; Delgado et al., 2016; Okkers et al., 1999). Les composés 

de nature protéique peuvent être identifiés par des approches de métabolomique axée sur les 

peptides comme la nano LC- MS/MS. Néanmoins, il existe une véritable difficulté à identifier 

des peptides dans un produit laitier fermenté du fait de sa complexité en termes de système 

protéolytique (enzymes du lait, enzymes éventuellement ajoutées et enzymes du microbiote), 

qui génère un très grand nombre de peptides. Une approche non ciblée serait nécessaire pour 

identifier tous les peptides spécifiquement produits par les cultures antifongiques, en 

comparaison avec les produits témoins. Plus simplement, il est possible de rechercher parmi les 

peptides identifiés la présence de peptides déjà décrits pour leur activité antifongique. Dans les 

travaux de thèse de  Garnier, 2017, dans le fermentat de L. rhamnosus CIRM-BIA1952 un 

peptide issu de l’hydrolyse de la caséine α-s2 a été identifié et son activité antifongique contre 

M. racemosus UBOCC-A-109155 et R. mucilaginosa UBOCC-A-216004 a été démontrée. 

Néanmoins, si les cultures antifongiques produisent des peptides non connus précédemment, il 

serait nécessaire de procéder à des étapes de fractionnement et d’évaluer l’activité antifongique 

des fractions ainsi obtenues, avec le risque, comme dans toute approche de fractionnement, de 

ne pas observer d’inhibition avec une fraction purifiée si l’activité antifongique résulte de 

synergies.  

Il est à noter qu’une approche de génomique comparative entre souches antifongiques et non 

antifongiques, au sein d’une même espèce, pourrait également permettre de rechercher des 

gènes appartenant au génome spécifique des souches antifongiques, susceptibles de coder pour 

les activités associées à la production des composés actifs. Il serait également envisageable 

d’étudier l’ensemble des gènes exprimés via des méthodes de transcriptomique en comparaison 

avec une souche de la même espèce non antifongique ; cette approche a été utilisée dans 

d’autres études pour explorer des composés spécifiques comme les bactériocines (Nes and 

Johnsborg, 2004). Cibler des gènes connus pour être impliqués dans la production de composés 

d’intérêt pourrait être un autre moyen de cribler le potentiel antifongique des cultures.  
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Le mécanisme d’action individuel des acides organiques, acides gras, certains volatils et 

protéines a été décrit mais leur mécanisme en synergie, in situ a été peu étudié. L’étude de 

(Mieszkin et al., 2017) a montré la réponse de la levure Y. lipolytica à l’exposition à un mélange 

de composés antifongiques. D’un point de vue cognitif, il serait d’intérêt d’envisager une 

approche similaire en comparant, par exemple par des approches de transcriptomique et/ou 

protéomique, la réponse de la cible fongique exposée ou non aux cultures de bioprotection ou 

directement aux cocktails de composés. 

v. Modulation de l’activité antifongique selon la cible fongique  

Les résultats du criblage ont également permis d’identifier des degrés variables de sensibilité 

des cibles fongiques. En effet, G. geotrichum UBOCC-A-216001 et Y. lipolytica UBOCC-A-

216005 se sont révélées les souches les plus difficiles à inhiber, alors que P. commune 

UBOCC-A-116003 était la plus sensible des cibles testées, indépendamment des produits 

laitiers. Le caractère cible-dépendant de l’activité antifongique a été aussi montré par d’autres 

études (Cosentino et al., 2018; Delavenne et al., 2013b; Fernandes and Carter, 2017; Inglin et 

al., 2015; Le Lay et al., 2016c).  

Ces résultats soulignent également l’importance de bien définir le spectre d’activité des cultures 

antifongiques lors du criblage, en évaluant une large gamme de cibles fongiques et surtout en 

choisissant des cibles représentatives des contaminants fongiques des produits laitiers ou 

d’autres produits. C’est ainsi que nous avons choisi d’évaluer le spectre d’action antifongique 

de quelques combinaisons antifongiques sélectionnées (A1 et A3) et des souches 

correspondantes i) tout d’abord contre 4 cibles choisies pour leur fréquence dans les 

contaminations des produits laitiers, ii) puis contre 6 cibles additionnelles également retrouvées 

dans des produits laitiers contaminés (Garnier et al., 2016). Les 6 cibles additionnelles ont 

montré une sensibilité beaucoup plus élevée aux souches antifongiques que les 4 premières 

cibles. Ces résultats ont mis en avant la robustesse de l’approche de criblage retenue. 

L’évaluation de l’activité antifongique contre 10 cibles, auxquelles viennent s’ajouter les 

contaminants fongiques naturels inhibés lors du test d’usage, a permis de vérifier le large 

spectre d’action des combinaisons sélectionnées.  

Nous avons mis en œuvre dans cette thèse un ensemble de dix cibles fongiques d’espèces 

différentes, qui nous a permis de déterminer que la sensibilité à l’activité antifongique est 

espèce-dépendante. Concernant la souche-dépendance, il a déjà été rapporté que l’activité 
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antifongique de l’acide phényllactique contre différentes souches de P. polonicum, Aspergillus 

flavus, A. crysogenum, A. niger et P. citrinum variait selon la souche fongique considérée 

(Lavermicocca et al., 2003). Nous n’avons choisi qu’un représentant par espèce de cibles, ce 

qui interroge sur leur représentativité au sein de l’espèce, même si nous avons en partie 

contrecarré cette problématique en travaillant avec des souches réellement contaminants de 

produits laitiers il reste à évaluer l’effet au niveau souche. Pour compléter notre étude, il 

pourrait cependant être d’intérêt d’étudier l’activité antifongiques des cultures sélectionnées 

contre d’autres souches des champignons trouvés très résistants comme Galactomyces 

geotrichum et Yarrowia lipolytica, moyennement sensibles comme R. mucilaginosa et très 

sensibles comme Penicillium commune et Didimella pinodella.  

Il est important de noter que l’activité antifongique a été évaluée in vitro et en challenge test en 

utilisant 50 spores déposées en surface (ou 2 UFC/g incorporés dans la masse pour les levures), 

ce qui représente à nouveau, comme dans le cas des températures, le « pire des cas ». En effet, 

ce niveau de contamination est extrêmement élevé comparativement aux contaminations 

"naturelles" usuellement observées (une à 2 spores ou cellules par pot ou fromage tout au plus). 

Le degré de contamination pourrait moduler l’efficacité de l’activité antifongique ; en effet, 

plus faible est la contamination, plus facile il est d’inhiber la cible. Les tests d’usage ont permis 

de vérifier l’activité antifongique vis-à-vis de contaminations « naturelles ». Dans 40 à 100% 

des cas selon les produits, les contaminants naturels ont effectivement été inhibés.  

Par ailleurs, la méthode d’évaluation employée dans le contexte de la thèse pour évaluer la 

croissance des cibles fongiques est semi-quantitative. Elle utilise une évaluation donnant i) un 

score de 0 à 3 (de non-inhibé à totalement inhibé) et ii) une valeur en termes de jours 

d’inhibition totale avant croissance visible du mycélium. Néanmoins, cette évaluation est 

dépendante de la personne et doit donc être réalisée par la même personne ou après formation 

et lecture en doublon. Les seules données quantitatives correspondent à l’inhibition de R. 

mucilaginosa, qui a été dénombrée. La détermination des populations des cibles fongiques ou 

d’autres moyens pour la quantification de l’inhibition des cibles sont possibles: par exemple, 

mesure de la croissance radiale des champignons en surface, mesure de la biomasse par dosage 

en HPLC de l'ergostérol ou par méthode de qPCR (Bleve et al., 2003; Chiocchio and Matković, 

2011; Le Dréan et al., 2010). La mise en place de ces outils, bien que d’intérêt, n’était pas 

compatible avec la durée de la thèse et son dimensionnement. D’un point de vue pratique, par 

exemple, les surfaces des produits laitiers ne sont pas toujours très lisses mais surtout les puits 

n’ont pas la taille suffisante pour mesurer la croissance radiale, impliquant un changement de 
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taille des contenants. Pour la qPCR, il aurait fallu développer la méthode pour chacune des 

cibles. Si ceci n’était pas réalisable car contraire à l’approche haut débit utilisée, à l’avenir nous 

pourrions nous focaliser sur un nombre réduit de facteurs (cibles, cultures antifongiques) pour 

envisager ce type d’étude.  

Les champignons, principalement sous forme de spores aéroportées (sexuées ou asexuées), 

peuvent se déposer et se développer à différents stades de la vie des produits, pendant les étapes 

de transformation, de conditionnement, stockage et distribution (Pitt and Hocking, 2009b). 

Nous avons pris comme hypothèse de travail, une contamination des produits laitiers stériles 

immédiatement après leur fabrication (e.g. conditionnement). Le test d’usage est une évaluation 

de l’activité antifongique lors de la découpe pour le fromage après affinage ou chez le 

consommateur. Les activités antifongiques observées au cours du challenge test et du test 

d’usage sont des informations complémentaires mais non comparables du fait des taux de 

contamination différents. La comparaison de l’activité antifongique observée en inoculant les 

cibles fongiques soit dans le lait de fabrication, soit après quelques jours de stockage/affinage, 

aurait permis d’évaluer l’intérêt des solutions antifongiques en termes de prévention tout au 

long de la vie du produit. La plupart des études sur l’activité antifongique in situ dans des 

produits laitiers suivent la méthode employée dans cette thèse. Parmi celles-ci, une seule a 

montré que la cible (dans ce cas Penicillium. chrysogenum inhibé par une combinaison de trois 

lactobacilles utilisée comme culture additionnelle) était plus inhibée lorsque le champignon 

était inoculé avant fermentation que lors d’une inoculation après fermentation du fromage 

Caciotta (Cosentino et al., 2018). 

vi. Modulation de l’activité antifongique selon la nature du produit laitier  

L’inhibition de cibles fongiques par les cultures sélectionnées diffère dans les quatre milieux 

laitiers considérés, et ce indépendamment de la cible fongique considérée. Lors du criblage, les 

souches étudiées ont montré une activité antifongique plus élevée dans le fromage modèle que 

dans le yaourt. Lors de l’évaluation à l’échelle pilote, les combinaisons sélectionnées ont 

montré plus d’activité antifongique dans la crème fraîche que dans le fromage à pâte pressée. 

Globalement, l’activité antifongique la plus élevée a été observée dans la crème fraîche, suivie 

par le fromage modèle et le yaourt, et la plus faible dans le fromage à pâte pressée. Ces résultats 

démontrent clairement l’effet de la matrice sur l’inhibition des cibles fongiques par les cultures 

sélectionnées. Cet effet peut provenir de différents facteurs biotiques et abiotiques. 
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Les facteurs abiotiques intrinsèques de la matrice (comme la composition et le pH) impactent 

qualitativement et quantitativement les composés produits et par conséquent l’activité 

antifongique des cultures (Figure 18). L’influence de composition de la matrice a très peu été 

rapportée dans la littérature. En particulier, le rôle du pH est fondamental, comme montré dans 

de précédentes études (Belguesmia et al., 2014; Cortés-Zavaleta et al., 2014). L’activité 

antifongique des acides dépend du pH. Quand ce dernier est proche du pKa de l’acide, les acides 

sont sous forme dissociée et diffusent rapidement à travers la membrane fongique ce qui 

provoque une rupture de la membrane (Theron and Lues, 2011). Dans notre étude, l’activité 

antifongique des cultures la plus élevée a été observée dans la crème fraîche, qui a le pH le plus 

acide de tous les produits testés (pH 4,2 contre de 4,7 à 5,2 dans les autres produits). La matière 

grasse pourrait également jouer un rôle en piégeant les composés lipophiles en limitant leur 

disponibilité pour la bioprotection (Pohl et al., 2011). De plus, comme l’activité antifongique 

résulte d’une synergie, les composés produits par les ferments acidifiants, comme l’acide 

lactique, pourraient aussi jouer un rôle dans l’activité antifongique des cultures bioprotectrices. 

Pour déterminer l’effet de la matrice sur l’activité antifongique manifestée par les cultures 

sélectionnées, il serait d’intérêt de faire varier le pH, le contenu en matière grasse et en 

protéines, et la matière sèche d’une matrice facile à modifier. L’évaluation de l’inhibition des 

cibles, le suivi de la croissance des cultures antifongiques et la quantification des composés 

antifongiques supports permettraient ainsi de mieux appréhender les interactions entre la 

matrice et l’activité antifongique. Au cours des dernières années, des études ont montré 

l’amélioration de l’activité antifongique par ajout de précurseurs de composés antifongiques, 

par exemple l’ajout de glycérol pour la production du composé antifongique reutérine par L. 

reuteri INIA P572 en fromage, ou l’ajout d’acide phénylpyruvique pour permettre la 

surproduction d’acide phényllactique (Armaforte et al., 2006; Bustos et al., 2018; Cortés-

Zavaleta et al., 2014; Gómez-Torres et al., 2016; Li et al., 2014b; Valerio et al., 2016). L’étude 

des voies métaboliques des cultures serait un moyen d’optimiser l’activité antifongique par 

ajout de précurseurs compatibles qui n’affecteraient pas la technologie ni la flaveur des 

produits. Néanmoins, les aspects règlementaires sont à prendre en compte pour l’ajout de ce 

type d’additifs dans des produits laitiers traditionnels.  

Les facteurs abiotiques extrinsèques des produits comme le procédé de fabrication, les 

conditions de stockage ou le conditionnement peuvent aussi impacter l’activité antifongique. 

Dans le cas spécifique des essais en fromage à pâte pressée, ceux-ci ont mis en avant que, dans 

un système de bioprotection, l’activité antifongique observée peut varier de façon marquée 
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entre des produits de composition proche, comme montré dans la partie I. De tels essais évaluant 

l’activité antifongique à l’échelle pilote sont rarement rapportés, les essais étant le plus souvent 

réalisés dans des matrices simples comme le yaourt. Nos résultats mettent en évidence d’une 

part la complexité à contrôler tous les paramètres dans un système de bioprotection en 

conditions réelles et ils illustrent d’autre part les impacts majeurs que peuvent avoir des 

différences modérées de composition, dans un même type de produit, sur l’activité antifongique 

observée.  

Concernant les facteurs biotiques de la matrice susceptibles d’impacter l’activité antifongique, 

les matrices laitières contiennent des ferments acidifiants, et éventuellement des ferments 

d’affinage comme ceux de la morge, mais aussi potentiellement des micro-organismes non 

levains issus du lait cru ou de l’environnement. Un total de 5 ferments acidifiants a été utilisé 

dans les tests in vitro et in situ. Quant à la morge appliquée sur les fromages produits à l’échelle 

pilote, elle était composée de Debaryomyces hansenii, Kluyveromyces lactis et Brevibacterium 

linens. Des bactéries lactiques non levains (NSLAB) sont présentes dans de nombreux produits 

industriels. L’ensemble de ces micro-organismes est susceptible de produire des composés 

antifongiques et il est également possible qu’il y ait des interactions entre les cultures 

antifongiques et ces micro-organismes (e.g. compétition pour les substrats carbonés, synergie 

des composés). Au cours des travaux réalisés, aucun impact des ferments acidifiants n’a été 

observé sur les cultures antifongiques. Dans des productions réelles, il serait d’intérêt d’étudier 

l’impact de la part non ensemencée du microbiote, composée principalement de NSLAB, sur 

l’activité antifongique. 

vii. Contraintes liées à la mise sur le marché des cultures bioprotectrices 

Pour qu’une culture bioprotectrice puisse être commercialement utilisable, elle ne doit pas 

présenter de risques pour la santé humaine et l’innocuité des souches sélectionnées doit donc 

être garantie. Sur la base de la démarche QPS (Qualified Presumption of Safety ou présomption 

d’innocuité reconnue) (Bourdichon et al., 2012) appliquée aux micro-organismes utilisées en 

alimentation animale, les éventuels risques pour la sécurité, à savoir pour les LAB, la résistance 

acquise aux antibiotiques et la production d’amines biogènes, ont été testés pour chacune des 

souches présélectionnées. A la suite des résultats obtenus, 2 des combinaisons fortement 

antifongiques, associant L. brevis L128 avec, respectivement. L plantarum L244 (A2) ou L. 

harbinensis L172 (A4), ont dû être écartées du fait que la souche de L. brevis possédait des 

gènes impliqués dans la production d’amines biogènes (tyrdc et agdi, associés respectivement 
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à la production de tyramine et de putrescine). Dans le cadre de cette thèse, nous avons évalué 

l’innocuité des combinaisons les plus antifongiques après toutes les étapes de criblage et comme 

étape préliminaire à une application in situ, réduisant ainsi le nombre de souches à tester. 

Néanmoins, réaliser cette évaluation avant l’étape de criblage aurait réduit le nombre des essais. 

Les essais à l’échelle pilote réalisés n’ont pas seulement permis de valider l’activité 

antifongique des cultures sélectionnées in situ, mais aussi d’évaluer d’autres contraintes comme 

celles liées à l'ajout des cultures en tant que ferments additionnels dans une matrice alimentaire 

donnée. Ces contraintes peuvent concerner la viabilité des cultures bioprotectrices, leur facilité 

d’ajout dans le processus et leur impact sur les ferments acidifiants, et sur les caractéristiques 

physico-chimiques et organoleptiques attendues du produit. La viabilité des cultures 

bioprotectrices dans la matrice et leur impact sur le ferment acidifiant ont été étudiée et abordé 

précédemment dans ce chapitre. Le suivi du pH et de la matière sèche ont permis d’écarter 

l’impact des cultures antifongiques sur ces deux paramètres. Néanmoins, les cultures A1 et A3 

inoculées à 2.107 UFC/mL dans la crème fraîche ont montré une post-acidification pendant le 

stockage plus forte que dans les crèmes témoins (chute de pH à 4,03 au lieu de 4,23 dans les 

témoins). Il faut noter cependant que cette post-acidification a été observée dans des conditions 

extrêmes (après 4 semaines à 10°C) et que les solutions commerciales vendues à l’heure actuelle 

provoquaient la même post-acidification. Cette post-acidification a été aussi perçue dans les 

analyses sensorielles, les crèmes inoculées avec 5.106 et 2.107 UFC/mL d’A1 et A3 ayant été 

notées comme plus acides.  

Comme indiqué ci-dessus, les ferment additionnels peuvent aussi impacter les caractéristiques 

organoleptiques de l’aliment et les essais in situ ont directement fourni des informations 

relatives à ce sujet. Selon son métabolisme, une culture antifongique peut avoir un impact 

positif, neutre ou négatif. Les micro-organismes antifongiques hétérofermentaires peuvent ainsi 

conduire à la production de CO2 affectant directement l'aspect du produit (formation de bulles 

ou de poches de gaz) alors que d'autres candidats microbiens peuvent présenter des activités 

enzymatiques intenses) affectant directement la texture du produit et son aspect global. Dans 

ce contexte, la sélection des cultures antifongiques devrait viser la neutralité organoleptique. 

Pour définir et quantifier l’impact organoleptique des cultures sélectionnées dans la crème 

fraîche et les fromages, nous avons réalisé des évaluations sensorielles par une méthode de tri 

libre, qui a permis de déterminer si les produits avec cultures antifongiques différaient 

significativement (p<0.02) des produits témoins et, le cas échéant, selon les descripteurs libres 

des juges. Les produits avec cultures antifongiques ont été perçus différents des produits 
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témoins, sauf dans le cas de la crème fraîche inoculée avec A1 à 106 UFC/mL. Les produits 

avec cultures antifongiques étaient généralement décrits comme «acides », « piquants », « goût 

fort » par rapport aux produits témoins décrits comme « fades », « doux », ou « neutres ». 

Malgré ces descripteurs, les produits contenant des cultures antifongiques n’étaient pas rejetés 

par les juges, suggérant leur acceptabilité. Cependant, d’autres tests d’analyse sensorielle 

impliquant des panels de consommateurs seraient nécessaires confirmer ce point, comme par 

exemple des tests d’acceptabilité. Les termes comme « plus acide », « goût fort » suggèrent 

également que ces cultures antifongiques pourraient être utilisées dans de nouveaux produits 

dans la gamme, où des notes plus typées seraient recherchées. Comme pour le phénomène de 

post-acidification, il est intéressant de souligner que les produits avec cultures commerciales de 

références (X1 et CC3) ont été aussi détectés comme différents, indiquant que nos cultures 

antifongiques présentent a priori la même applicabilité. Il faut également souligner que le 

niveau d’inoculation de la culture pour observer une activité efficace peut être non-applicable 

d'un point de vue organoleptique mais également d'un point de vue économique. Nous pouvons 

donc conclure qu’A1 et A3 inoculées entre 106 et 5.106 UFC/mL sont fortement efficaces, 

applicables à un large spectre de cibles fongiques et de produits. Elles montrent une activité 

antifongique égale voire supérieure aux cultures commerciales, une flexibilité technologique et 

sont sans impact sur les ferments acidifiants, sur les caractéristiques physico-chimiques pendant 

la fabrication et le stockage et sur les caractéristiques organoleptiques. 

Conclusion générale 

L’objectif de cette thèse était de caractériser l’activité antifongique de cultures applicables en 

tant que ferment de bioprotection dans des produits laitiers. Nous avons établi une approche 

robuste qui pourrait être appliquée pour la sélection d’autres cultures bioprotectrices 

antifongiques pour les produits laitiers, mais aussi pour d’autres produits sensibles aux 

contaminations fongiques. Les différentes étapes de cette approche pourraient être adaptées 

(e.g. nombre de souches criblées, de cibles fongiques, de matrices laitières in vitro et in situ, 

d’essais à échelle pilote...) selon les besoins et les contraintes de budget et de temps. L’approche 

de sélection des cultures antifongiques a été imaginée sur la base de questions scientifiques 

concernant le criblage d’une sélection des souches, l’intérêt de la combinaison de souches, 

l’applicabilité et l’efficacité en conditions réelles (Q1 à Q3) (Figure 15, 16 et 17, Anexes 1, 

Partie 1 du Chapitre II). Les résultats obtenus ont permis de démontrer que l’inhibition des 

cibles fongiques variait selon de nombreux facteurs : la souche antifongique seule ou en 
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combinaison, le niveau d’inoculation des cultures antifongiques, la cible fongique, le type de 

matrice laitière et des facteurs abiotiques. Au-delà de l’aspect « sélection des cultures 

antifongiques » se posaient également des questions plus fondamentales sur les composés 

supports de l’activité observée (Q4). La détermination qualitative et/ou quantitative des 

composés potentiellement supports de l’activité antifongique a permis de caractériser l’activité 

antifongique d’un point de vue mécanistique. La connaissance des cocktails de composés 

identifiés, après vérification de leur contribution respective à l’activité antifongique, pourraient 

permettre de chercher à augmenter le rendement d’un ou plusieurs métabolites naturellement 

produits par nos cultures (e.g. acide phényllactique). Comme montré dans le Tableau 9 

(Chapitre I) et dans les études avant 2013 rapportées par (Crowley et al., 2013b), l’activité 

antifongique in situ des bactéries lactiques est généralement évaluée dans un seul produit laitier, 

majoritairement dans le yaourt. Peu d’études ont identifié les composés antifongiques in situ, 

on notera cependant l’étude de (Mieszkin et al., 2017), dans laquelle les composés produits par 

L. harbinensis K.V9.3.1Np en yaourt ont été identifiés par HPLC.. Dans cette thèse, nous avons 

étudié l’activité antifongique in vitro et in situ dans quatre produits laitiers au total. Comme 

l’activité antifongique observée variait fortement selon le produit et la culture antifongique, 

nous avons cherché à identifier les composés antifongiques dans ces quatre produits laitiers, et 

ce avec plusieurs techniques chromatographiques. De part ces aspects, cette thèse a couvert un 

champ étendu et à la fois approfondi au niveau mécanistique sur l’activité antifongique. 

Les résultats ont ainsi montré que la culture antifongique A1 combinant les souches L. 

harbinensis L172 et L plantarum L244 présentait l’activité antifongique la plus intéressante. 

En effet, elle a montré de fortes activités antifongiques dans les quatre produits laitiers testés, 

contre les trois cibles fongiques testées, P. commune, M. racemosus et R. mucilaginosa. Les 

essais à l’échelle pilote dans deux produits très différents, crème fraîche et fromage à pâte 

pressée, ont montré que cette culture était applicable dans différent types de produits laitiers. 

Bien que la culture A3 de L. plantarum L244 et L. rhamnosus CIRM-BIA1113 ait montré une 

activité antifongique moins marquée lors des challenge tests sur les cibles fongiques 

sélectionnées, son activité contre la flore fongique environnementale était intéressante et elle 

pourrait donc être utilisée en complément d’autres approches. De façon notable, les cultures A1 

et A3 ont montré une activité antifongique égale voire supérieure, en termes de spectre d’action 

et d’intensité d’inhibition, aux 3 cultures commerciales (X1, X2 et CC3) utilisées comme 

références.  
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A l’avenir, il pourrait être d’intérêt de combiner plusieurs approches de bioprotection, en 

particulier dans le contexte des produits laitiers. En effet, des fermentats de bactéries lactiques, 

propioniques et champignons développés pour la bioprotection de produits laitiers dans le cadre 

du projet PROFIL ont également démontré leur efficacité, dans les mêmes conditions de 

production à échelle pilote. Les fermentats et les cultures additionnelles développées dans le 

projet PROFIL permettent de proposer une large gamme de techniques de bioprotection adaptée 

aux produits laitiers. Ainsi par exemple, en fabrication des fromages, les fermentats issus de la 

culture de P. jensenii CIRM-BIA1774, testée seule ou combinée à des cultures de Mucor 

lanceolatus UBOCC-A-109193 ou de L. rhamnosus CIRM-BIA1952 ont montré une forte 

inhibition, vis-à-vis des mêmes cibles fongiques et aucun impact organoleptique (Garnier, 

2017), alors que les cultures antifongiques y sont moins efficaces. A l’inverse, dans la crème 

fraîche, l’activité antifongique de cultures comme A1 s’est révélée aussi efficace que le sorbate, 

alors que l’utilisation de fermentats y entraîne un impact très négatif sur les propriétés 

organoleptiques.  
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Food spoilage is a major issue for the food industry, leading to important food waste and 
economic losses. Dairy products, despite their microbial stability, are susceptible to acid-
tolerant fungal contaminants. In this context, antifungal cultures are of growing interest as an 
alternative to chemical preservatives or a complement tool to hurdle technologies. In order to 
select antifungal culture associations, 32 strains (19 Lactobacillus, 4 Leuconostoc, and 9 
Propionibacterium) were screened, alone and in combination, and compared to commercial 
bioprotective cultures against 4 fungal common contaminants of dairy products (Mucor 

racemosus, Penicillium commune, Yarrowia lipolytica, and Galactomyces geotrichum). Since 
the matrix can modulate the activity of antifungal adjunct cultures, the screening was performed 
in cheese and yogurt-mimicking models. For three selected associations, the metabolites 
potentially associated with antifungal activity were investigated using 4 liquid and gas 
chromatographic methods. Antifungal screening allowed for the selection of 5 Lactobacillus 

strains, their use in combination showed that 3 binary associations were of interest as potential 
antifungal bioprotective cultures. From the metabolic point of view, 16 molecules of interest 
were identified and differential metabolite production was observed according to the considered 
model. The 3 selected associations and their metabolites are natural antifungal alternatives of 
interest for the dairy industry 
.  
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Fungi are commonly responsible for dairy product spoilage, which leads to substantial 
economic losses for the dairy industry as well as consumer dissatisfaction. Lactic acid bacteria 
can play an active role in the bioprotection of fermented dairy product, by producing a large 
range of antifungal metabolites. In a previous study, 3 binary combinations of lactobacilli 
strains were selected from a screening of the antifungal activity of 32 strains tested as adjunct 
cultures in yogurt and cheese models and the applicability of 2 of them in dairy products was 
validated at the pilot scale in sour cream and semi-hard cheese. Thus, the aim of the present 
study was to investigate the compounds produced by these antifungal cultures in these dairy 
products with a potential role in the observed antifungal activity. Using four different analytical 
methods including high performance liquid chromatography and gas chromatography 
combined or not with mass spectrometry, 53 compounds with known antifungal activity were 
detected in at least one of the four dairy products analyzed. Each antifungal culture produced a 
cocktail of 1 to 27 compounds, depending on the product. Acetic acid, diacetyl, 
hydroxyphenyllactic acid, pyruvic acid, phenyllactic acid, succinic acid, decanoic acid and 
some long-chain unsaturated fatty acids were the most commonly identified compounds. Their 
concentrations markedly differed according to the considered dairy product. Lactic, acetic, and 
citric acids were the most abundant compounds, while most of the other compounds were 
present in concentrations <100 mg/kg. Thirty-one compounds were in significantly higher 
concentrations (p. value < 0.05) in at least one product inoculated with 1 or more of the tested 
antifungal cultures compared to the controls without antifungal culture. Overall, by analyzing 
the antifungal compounds in 4 dairy products, this study provides an expanded view of 
compounds produced by efficient antifungal culture
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