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Résumé

Les aliments fermentés existent depuis des milliers d’années. L'optimisation et la diversification des
procédés fermentaires, menées en diverses parties du monde, l'ont été sans que 'homme n’ait la
moindre conscience de I'existence et du réle des microorganismes dans ces transformations. L'enjeu
était de sécuriser I'approvisionnement en nourriture en allongeant la durée de conservation des
matiéres premieres, d’en améliorer les gouts et les textures et parfois méme de les rendre simplement
comestibles alors qu’elles ne I'étaient originellement pas. C'est en 1865 seulement que Pasteur leve le
voile sur les acteurs microscopiques de ces fermentations. Jusqu’en 1990 environ, les approches
biochimiques et pasteuriennes prévalent, et permettent de décrire divers aliments fermentés, ainsi que
les techniques d’ensemencement traditionnelles, tout en étant limitées par la complexité des
écosystemes et des cascades métaboliques en présence. La deuxiéme grande révolution est celle des
outils moléculaires a partir des années 1990 et plus récemment encore des «omics». En faisant
« parler » 'ADN et 'ARN présent dans les matrices, ainsi que le génome de nombreuses espéces
fermentaires, ces outils permettent enfin d’entrer au cceur de ce dialogue, ancestral, entre
microorganismes et aliments. Pour autant, de nouvelles questions se posent et constituent les
challenges de demain pour la conception de ferments sirs, sains et fonctionnels.
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Abstract: Ferments and foods: a long story rich in teachings

Fermented foods exist for millenaries. In numerous regions of the world, the process was optimized and
diversified without any awareness of the existence of microorganisms. The purpose was by empirical
know how to be able to store longer raw material in order to secure food availability, to improve taste
and texture, and sometimes to render raw material simply edible. In 1865, Pasteur demonstrated that
microorganisms were the key actors of these transformations. Until 1990, biochemistry and classical
microbiology were used to describe the fermentative process. However the complexity of metabolic
cascades involved makes any mechanistic explanation very hard to reach. From 1990 to now,
revolutionary molecular tools have been applied to fermented foods and starters, in particular for dairy
products. By exploring DNA and RNA present in these matrices, these new technologies allow to enter
in the ancestral dialog between microorganisms and food, and to deeply know the starters that are now
most often added to standardized process. Still new questions emerged as new challenges for scientists
to be able to define more complex starters, healthy, safe, and with predictable functionalities.
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Introduction

Le terme « Ferment » dans le Larousse répond a la définition suivante : « agent microbien produisant la
fermentation d’une substance ». Ce ferment peut donc étre soit naturellement présent dans la matiére
premiére soit ajouté. Le terme « levain » quant a lui, répond & deux définitions, I'une trés proche de
celle de ferment mais qui introduit une notion de sélection et d’ajout : «culture de micro-organismes
Sélectionnés que I'on introduit dans les produits @ fermenter (pate a pain, modt de brasserie, etc.) en
vue de maitriser la fermentation » ou une autre définition, plus circonscrite au pain dit au levain,
«morceau de pate en cours de fermentation incorporé a la pate en cours de pétrissage pour en
provoquer la levée par dégagement de gaz carbonique ». Le terme ferment est donc plus générique et
plus large et a été retenu pour cet article.

Trois temps d'importance trés inégale existent dans lhistoire des aliments fermentés : une période
intégralement empirique d’environ 10 000 ans, puis a partir des découvertes de Pasteur en 1865,
environ 130 ans de caractérisation microbiologique et biochimique des aliments fermentés avec un
développement industriel de leur production et un souci croissant d’hygiene et de sécurité alimentaire.
Le troisieme temps commence dans les années 1990. En seulement 25 ans, des approches
moléculaires basées sur I'ADN et 'ARN des matrices, ou des souches isolées, ont apporté des
avancées spectaculaires. Par leur puissance d’investigation inimaginable quelques années auparavant,
ces approches changent notre regard sur ces produlits et les savoir-faire associés, et nous aménent a
regarder enfin 'ensemble de I'écosystéme en présence et non chaque acteur séparément. Elles
permettent d’optimiser la sélection et la production de ferments industriels, de revisiter les pratiques
traditionnelles, et de faire avancer la réglementation. Elles générent toutefois de nouvelles questions
complexes, et le lien entre ferment, flore endogene et qualités finales de I'aliment fermenté n'est
toujours pas pleinement élucidé ; de méme que ses potentiels effets santé.

1. Les aliments fermentés, origine et diversité

Toute matiére premiere comestible pour 'homme, animale ou végétale, va se détériorer sous I'action
des microorganismes ambiants. En effet, premiéres formes de vie sur terre, les bactéries ont des
capacités métaboliques trés élaborées et sont capables de dégrader les macromolécules les plus
complexes en molécules plus simples, ceuvrant ainsi a un recyclage universel. L'homme a donc été
confronté tres tét a la compétition avec les microorganismes pour préserver les matieres premiéres qu'il
récoltait, issues de la cueillette ou de la chasse, et donc a la difficulté de sécuriser dans le temps ses
aliments. Non seulement ceux-ci pouvaient étre abimés et perdus, mais ils pouvaient aussi recéler des
germes dangereux. A l'aide de ces cinqg sens, tout le génie de 'homme a été, par 'observation et via
des procédés simples, de sélectionner, d’orienter les microorganismes en présence pour stabiliser
l'aliment dans son évolution. Le savoir-faire empirique de fermentation développé, non seulement
prolonge la durée de vie de la matiere premiere, la protége au moins partiellement des germes
indésirables, mais aussi diversifie les saveurs et I'aspect des produits finis ; tout cela eut lieu pendant
10 000 ans sans avoir la moindre idée de I'existence des microorganismes ainsi « domestiqués » a son
profit. Aujourd’hui plus de 5000 aliments fermentés sont répertoriés dans le monde, et parmi eux des
fleurons de créativité et de cultures locales (pain, fromages, salaisons, végétaux fermentés, vin,
biere...) (Tamang et Kalaisapathy, 2010 ; Salque et al., 2012 ; Yang et al., 2014). Selon ces auteurs, de
50 a 400 g d'aliments et boissons fermentées sont consommées par jour et par personne dans le
monde, ce qui représente selon les pays de 5 a 40% de la prise alimentaire. Dans nos contrées, la
prédominance des aliments fermentés laitiers est certaine (50 kg/an/personne si on considére fromages
et laits fermentés soit environ 10" microorganismes ingérés/personnelj). Ce n'est pas nécessairement
le cas dans le reste du monde (Asie) ou prédominent dans la diéte les végétaux fermentés. A peu prés
toutes les matiéres premieres peuvent faire I'objet d’'une fermentation et tout dépendra donc des
spécificités locales des agro-ressources, de la culture et du climat. Un ouvrage grand public (Frederic,
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2014) raconte I'histoire des aliments fermentés et son titre « ni cru, ni cuit » est une formule imagée tres
appropriée pour résumer la spécificité des aliments fermentés. Il est a souligner que ce procédé
alimentaire réalisable avec des ustensiles trés simples, et inventé des milliers d’années avant
lutilisation des énergies fossiles, est par essence « bio économe » (Figure 1). Les fermentations sont
au ceeur de nos régimes alimentaires, tant sur le plan socio-culturel que gustatif (Lortal, 2015) et parfois
garants de la sécurité alimentaire de certains pays (Nout et al., 1997 ; Motarjemi, 2002).

Co-existence de ces deux types de produits
fermentés dans de nombreux pays
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Figure 1 : Origine ancestrale et évolution des aliments fermentés

2. La découverte des ferments microbiens et de leur rble dans la
transformation/préservation des aliments fermentés

C'est Lavoisier qui au début du XVIIIéme siécle identifia les phénoménes biochimiques lors de la
fermentation alcoolique en établissant que le sucre se décompose en alcool et en CO, mais sans
explication mécanistique. L’hypothése que la fermentation du vin était due a une substance vivante
contenue dans le mout aurait été émise par un certain Adamo Fabbroni dés 1787. Toutefois, c’est
Pasteur qui démontra vers 1865 lexistence des microorganismes et leur implication dans la
fermentation a partir de ses travaux sur la fermentation butyrique. Dés lors, il étudiera de nombreuses
fermentations, et s'impliquera auprés des fabricants de vinaigre, ou de vin pour stabiliser leurs produits
et éviter les défauts de fabrication, alors fréquents. Un chauffage modéré, appliqué au vin, au lait, a la
biére etc... et qui portera son nom, la pasteurisation, est une étape clé dans ce début de sécurisation
des procédés fermentaires tant pour lirrégularité que pour les aspects sanitaires (élimination des
germes pathogénes). Les travaux de Pasteur démontrant aussi I'implication des microorganismes dans
les pathologies humaines, une certaine phobie du « microbe » commenca a voir le jour, dont sont issus
tous les développements et approches hygiénistes du siécle suivant, qui eut naturellement des
répercussions sur les procédés alimentaires. Parallélement, I'essor de la démographie et I'urbanisation
du 19¢me siécle appellent a un changement d’échelle des procédés fermentaires, et a un contréle accru
pour produire des aliments sirs, en quantité, sans défaut et avec le moins de variabilité possible. Les
procédés fermentaires artisanaux, faits a I'échelle de la maison ou du village, a partir de la microflore
endogéne des matrices ou de celles des ustensiles et des pratiques, sont par nature assez
incompatibles avec ces nouvelles nécessités. Des versions industrialisées de ces produits verront ainsi
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le jour, et I'ajout de ferment sélectionné deviendra rapidement incontournable. Dans une large partie du
monde, Afrique, Inde, et une partie de I'Asie, les pratiques artisanales demeurent. Au sein méme de
notre pays cohabitent des aliments fermentés hautement industriels et standardisés qui s’exportent
dans le monde entier, et toute une gamme de produits fermentés artisanaux réalisés a petite échelle, et
qui entrent dans des circuits plus courts de distribution. La plupart, cependant, méme artisanaux, font
aujourd’hui appel @ des ensemencements, soit en ajoutant un échantillon d’'un batch précédent
(technique dite du « backslopping ») soit en ajoutant des ferments commerciaux. Cette technique de
backslopping a été insuffisamment explorée a ce jour et recele pourtant des informations clés sur les
bonnes pratiques d’entretien d’un ferment artisanal a petite échelle (Holzapfel, 1997 ; Holzapfel, 2002 ;
Dalmasso et al., 2009 ; Wranken et al., 2011).

3. La sélection de ferments pour un procédé et une qualité finale du produit
mieux maitrisés.

Au début du XXeme siecle, les pratiques d'isolement de souches, et de caractérisation de leurs
propriétés biochimiques sont déja courantes. La taxonomie est en plein essor et la plupart des espéces
impliquées dans les fermentations sont déja décrites (Lactobacilles, Lactocoques initialement appelés
Streptococcus lactis, Propionibacterium, et bien sdr un grand nombre de levures). Des milieux de
croissance gélosés spécifiques sont mis au point permettant des numérations relativement sélectives
des différents groupes microbiens impliqués dans les fermentations ainsi que des pathogenes
alimentaires. Dans de nombreux pays, les aliments fermentés sont explorés et en quelques décennies
(de 1900 a 1975), les grands phénomeénes d’acidification, de protéolyse, de lipolyse, d’évolution de la
texture et des arbmes sont décrits (Lawrence et al.., 1975), sans que les liens entre espéces et
phénoménes biochimiques soient toujours clairement établis. Tandis qu'en Asie ce sont les végétaux
fermentés tels que le Kimchi qui feront I'objet d’études intensives (Jung et al., 2013), les recherches en
France et notamment a I'lnra se focalisent principalement sur les fermentations laitieres et a une
moindre échelle sur les salaisons (Leroy et al.., 2006 ; Talon et al., 2015), les levains de vinification
(Dequin, ce document) et de panification (Vogel et al., 2002 ; de Vuyst et al., 2005 ; Ramsayer et
Sicard, 2015). Cette revue se focalisera donc principalement sur ce fer de lance que représentent
depuis les années 30 les recherches effectuées pour caractériser les ferments pour l'industrie laitiére.

Vers les années 1930, la composition des ferments lactiques est encore un assemblage indéfini.
Cependant, en Europe, USA et Océanie, l'industrie laitiere commence son essor pour répondre a la
demande croissante de produits laitiers et aspire @ des ferments qui garantissent la premiére étape clé
du procédé fermentaire : l'acidification. Une capacité acidifiante rapide des souches est donc la
premiére cible des fabricants de ferments. La possibilité d’ensemencer une souche unique pour cette
acidification, au lieu de ferments artisanaux composés de plusieurs souches en proportion plus ou
moins définie, est proposée par des chercheurs de Nouvelle Zélande qui souhaitent standardiser, et
limiter les défauts dans la production du Cheddar (Whitehead et al.., 1934 ; O'Toole, 2004). Bien que
fructueuse au départ, cette démarche de souche unique de bactérie lactique comme ferment se heurte
bient6t a des accidents de fabrication avec interruption brutale de I'acidification et lyse du ferment. Il est
démontré peu de temps aprés que des bactériophages sont présents et responsables de ces accidents
(Whitehead et al.., 1935, 1936). Les auteurs eux-mémes soulignent que l'utilisation d’une souche pure a
favorisé cette émergence (Mullan, 2005). Ce constat a généré des recherches intenses sur les phages
et les souches résistantes aux phages (Lauwrence et al.., 1976 ; Limsowtin et al., 1994) et également
des stratégies de rotation ou d’assemblage de souches présentant des résistances complémentaires.
Ce choix stratégique de la Nouvelle Zélande vers des ferments simplifiés a fortement influencé
'ensemble des pays industrialisés. Un autre développement important de cette période porte sur la
production industrielle du ferment, préservant sa viabilité et des propriétés stables et reproductibles. Les
ferments furent d’abord congelés, a différentes températures avec des pertes importantes de viabilité,
puis toute une optimisation pour les concentrer a été réalisée (ensemencement direct). La lyophilisation

4 Innovations Agronomiques 44 (2015), 1-13



Ferments et aliments : une longue histoire riche d’enseignements

s’est révélée une alternative intéressante pour le transport et la commercialisation des ferments, et les
recherches ont optimisé les milieux de culture pour la production de ferments lyophilisés (Champagne
et al., 1981). Toutefois, un certain nombre de souches d’espéces clés de bactéries lactiques se sont
révélées trés sensibles a la congélation ou la lyophilisation ce qui représente une limite majeure quand
elles possédent des propriétés intéressantes (Fonseca et al., 2001 ; Bozoglu et al., 1987). De ce fait,
les recherches se sont tournées plus récemment vers le séchage par atomisation qui semble
prometteur (Peighambardoust et al., 2011).

Le phénotypage intensif des propriétés technologiques occupera une grande partie des chercheurs
pendant des décennies (Lawrence et al., 1975) mais le caractére souche dépendant de la protéolyse,
lipolyse, production d’ardmes ou résistance aux phages demeurera souvent au stade du constat. A
partir des années 1980, la biologie moléculaire révolutionne les approches. Elle permet d'identifier
I'espece a laquelle une souche appartient par des amplifications spécifiques. Les plasmides, éléments
génétiques mobiles des génomes, sont caractérisés, tracés et les fonctionnalités qu'ils peuvent porter
identifiées (protéase, catabolisme du lactose). Le lien phénotype technologique d'intérét et génes est
établi dans quelques cas, avec une caractérisation des enzymes impliquées (peptidases, estérases,
lactate déshydrogénase ...) ce qui permet d’optimiser les sélections de ferments. Des outils de clonage
et de mutation de génes clés seront développés sur les especes ferments les plus utilisées, telles que
L. lactis, permettant de créer des mutants négatifs et des surexpressions a méme de valider les
fonctions. Toutes les souches ne sont toutefois pas transformables aisément. Une avancée majeure
pour les ferments est la possibilité d’établir une sorte de carte d'identité des souches via leur génome
(PFGE, RAPD, puis plus récemment MLST) et donc non seulement de les reconnaitre dans un
procédé, de comparer leur proximité phylogénétique mais aussi de suivre, aprés isolement sur boite,
leur dynamique dans le temps et leur implantation dans les aliments. De nombreuses propriétés
d’intérét sont mises en relation avec ces typages génomiques, mais le lien génotype-phénotype se
révéle beaucoup plus complexe qu'escompté. La souche dépendance d’un phénotype au sein d’'une
espéce peut étre extrémement étendue sans que I'on parvienne souvent a comprendre les mécanismes
moléculaires sous-jacents (Valence et Thierry, 2015). Les criblages des ferments effectués souvent en
tubes génerent des résultats intéressants sur le plan académique mais difficiles a transposer en matrice
alimentaire réelle pour « prédire » I'activité d’un ferment.

L’autolyse spontanée de certains ferments lactiques (Lortal et Chapot-chartier, 1995), libérant dans la
matrice des enzymes clés pour l'affinage, enzymes qui peuvent demeurer actives (Gagnaire et al.,
1998) introduit un facteur de complexité supplémentaire dans le choix d'un ferment. En effet, il s’agit
donc d'intégrer dans sa sélection non seulement ce qui se passe au moment de sa croissance mais
aussi au moment de sa « décroissance » dans la matrice. Concernant la production d’aréme, un goulot
d’étranglement majeur est levé dans cette période et le catabolisme des acides aminés devient un
nouveau critére de sélection (Yvon et Rijnen, 2001). Améliorer certaines propriétés des souches de
ferment via la génétique devient parallélement un axe de recherche intensif via la surexpression de
certains genes (activité peptidasique par exemple), qui se heurtera au bout de quelques années au
refus par I'Europe, et par une large part de la société civile, des microorganismes OGM directement
dans l'alimentation.

Une étape clé dans I'histoire des ferments a été sans nul doute le séquengage du génome entier de
Lactococcus lactis (Bolotin et al.., 2001). Aujourd’hui la plupart des espéces d'intérét alimentaire a au
moins une souche séquencée et parfois plusieurs de la méme espece (accés au pangenome). Grace a
la chute du colt de séquencgage, les connaissances génomiques explosent, et via 'ADN plusieurs
avancées majeures sont réalisées concernant les ferments : démonstration d’échanges ou de pertes de
génes chez les acteurs microbiens associés aux fermentations (Cheeseman et al., 2014 ; Rossi et al.,
2014) découverte des traces génomiques d’une forme de « domestication » des espéces utilisées
comme ferments et adaptation & la matrice (Couvigny et al.., 2015 ; Papadimitriou et al., 2015),
présence de genes de résistance aux antibiotiques (Rossi et al., 2014). L'utilisation de la génomique
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comparative (Borneman et al., 2013), du pangenome, devient un outil clé dans la sélection de ferments
(Garrigues et al., 2013 ; Branco dos Santos et al., 2013).

Ainsi, le cahier des charges sur la sélection de ferments, pour les bactéries lactiques, s’alourdit au fil du
temps : acidification, résistance au procédé de production (lyophilisation le plus souvent), croissance et
implantation et survie ou non dans la matrice, propriétés technologiques d'intérét « garanties », et aussi
sur le plan sanitaire, vérification de I'absence de génes non souhaités (production d’'amines biogénes,
de résistance aux antibiotiques, ...). Le concept « QPS » (Qualified presomption of safety) apparait
dans les années 2000 (Talon et al., 2015). La capacité a inhiber la croissance des pathogénes est aussi
intensément explorée in vitro et quelquefois vérifiée in situ, notamment en ce qui concerne l'inhibition de
Listeria. L'interprofession laitiecre a commencé récemment a établir une liste d’espéces utilisables
comme ferments avec une historique d’application (Bourdichon et al., 2012), liste fermée donc
puisqu’elle exclurait de fait toutes les espéces qui n'y figureraient pas, ce qui répond & une demande de
'EFSA mais n’est pas sans poser question pour I'avenir. Plus récemment encore, du fait des attentes
croissantes de naturalité des consommateurs, on recherche chez les souches de ferments lactiques
des propriétés susceptibles de remplacer certains conservateurs, comme par exemple des propriétés
anti-fongiques (Valence et Thierry, 2015). Enfin, une extension du domaine d’application des ferments
non plus pour fermenter mais pour protéger de maniere naturelle la surface des matiéres premiéres ou
des matrices alimentaires voit le jour dans les années 2000 sous I'appellation de bio préservation
(Zagorec et al., 2015)

Bien que Metchnikoff ait soulevé 'hypothése dés le début du siécle (1906) des vertus potentielles pour
la santé de la consommation de bactéries lactiques via les yoghourts, c’est seulement dans les années
1970 que démarreront significativement les recherches sur les souches probiotiques, a effet bénéfique
sur 'homme, qui accompagnent tout le mouvement des aliments fonctionnels. Ainsi des « ferments
lactiques probiotiques » voient le jour et sont ajoutés aux produits ou vendus concentrés en gélules, en
parapharmacie. Toutefois, la difficulté réglementaire en Europe sur le chemin des allégations santé des
aliments limitent les revendications possibles, ce qui n’est pas le cas dans d'autres pays (USA) ou la
présence de ferments probiotiques est revendiquée sur de trés nombreux aliments. Le mode d’ingestion
du probiotique n’est pas anodin et il semble que la matrice alimentaire laitiere constitue un vecteur
protecteur (Jan, communication personnelle). Toujours en termes de santé de 'homme, I'aptitude des
especes ferments a augmenter la valeur nutritionnelle d’'une matrice par leurs métabolites ou leurs
enzymes a été étudiée de maniere dispersée dans la littérature: production de vitamines in situ, de
peptides bioactifs, fourniture d’acides aminés essentiels, augmentation de la digestibilité par
consommation du lactose ou pré-hydrolyse des protéines (diminution de lallergenicité pour les
protéines végétales), dégradation des phytates et donc amélioration de la biodisponibilité des minéraux
toujours chez les végétaux, et enfin dégradation des mycotoxines (Savoie et al., 2015) et n'est pas
encore, a ma connaissance, inclue dans la sélection des ferments.

Pour conclure, les connaissances ont réellement explosé sur les ferments entre 1950 et 2000, mais il
existe un trés grand déséquilibre d’investissement recherche entre certaines espéces (notamment
Lactococcus lactis ou certaines souches probiotiques pour les lactiques ou encore la levure modéle S.
cerevisiae) versus toutes les autres especes dintérét alimentaire. En termes de qualités
organoleptiques des produits finis, et méme si les ferments sont de plus en plus pointus et pertinents, il
apparait aussi que la présence d'une grande biodiversité de microorganismes d'origine endogéne
enrichit les qualités du produit fini (Demarigny et al., 1997 ; Montel et al., 2014 ; Delbes et al., 2015) et
que donc le ferment, méme multiple, ne peut a lui seul encore remplacer cela. Par ailleurs, la question
de son implantation réelle par rapport aux flores apportées par la matrice pose toujours question,
notamment pour les espéces de surface (Georges et al., 2008).

A lissue de cette période toutefois, la biodiversité des souches apparait plus que jamais comme une
source d'innovation et de différenciation des produits. Prenant la mesure de cette richesse, I'Inra
constituera en 2004 un Centre de Ressources Biologiques dédié aux microorganismes d'intérét
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alimentaire, tant bactéries que levures, afin de la préserver dans des normes de qualité élevées et de
I'explorer, pour comprendre les bases moléculaires de la biodiversité phénotypique et pour mieux
prédire les applications potentielles (Valence et Thierry, 2015).

4. Les procédés fermentaires revisités par les -omics et les nouvelles
guestions générées pour les ferments

Comme pour le reste des avancées méthodologiques les —omics ont été rapidement appliqués aux
fermentations laitieres L'inventaire des espéces bactériennes d'un fromage avait jusque-la été réalisé
exclusivement par leur culture sur des milieux plus ou moins spécifiques. Dans les années 2000,
I'extraction d'ADN puis d’ARN microbien a partir de fromage a permis l'accés direct a I'empreinte
génétique laissée par les bactéries indépendamment de toute étape de culture. Ainsi, ces méthodes
basées sur la composition en base d'un fragment de 'ADNr 16S (Ogier et al., 2004 ; Parayre et al.,
2007) ont révélé (i) la richesse bactérienne insoupgonnée du lait cru et la dynamique des principales
especes dans certains fromages AOC (Duthoit et al., 2003 ; Duthoit et al., 2005 ; Delbes et al., 2007 ;
Montel et al., 2014), ii) la richesse des ustensiles traditionnels comme les cuves en bois participant a
linoculation du lait (Licitra et al.. 2007 ; Lortal et al., 2009 ; Didienne et al., 2012), (iii) la persistance et
limplantation de flore non levain en fin d'affinage (Falentin et al., 2010), (iv) I'effet anti-listeria des
especes bactériennes du lait cru (Saubusse et al., 2007). Les principaux inconvénients de ces
méthodes sont (i) le manque d'exhaustivité car la compétition engendrée par la PCR ne permet de
distinguer que les flores dominantes et (i) la constitution d'une base de données d'espéces pures
permettant l'identification uniquement par comparaison de profil.

Ces méthodes appliquées a partir de 'ARN extrait de matrices laitiéres (Ulve et al., 2008 ; Monnet et al.,
2008) ont permis de suivre 'activitt métabolique du génome entier d'une souche industrielle de L.
lactis au cours de la croissance sur fromage modéle, révélant des conditions de stress modérées et la
réponse physiologique apportée (Crétenet et al., 2011). Elles ont aussi permis de montrer que les
especes lactiques thermophiles qui étaient non viables par numération au cours de l'affinage d’'un
Emmental étaient encore métaboliquement actives au sein de la matrice (Falentin et al., 2012) ce qui
change le regard sur la contribution du ferment lactique qui demeure au-dela de sa lyse potentielle.

Grace au séquengage haut débit, qui permet une description exhaustive et sans a priori, un réel
changement de paradigme est en cours (Cocolin et Ercoloni, 2012 ; Champomier-Verges et Zagorec,
2015 ; Aimeida et al., 2014). Le pyroséquencage (454) d'un fragment variable de I'ADNr 16S suivi de
I'alignement des séquences obtenues sur les bases de données de séquences curées telles le
Ribosome Database Project (Wang et al., 2007) permet théoriquement d'identifier toutes les especes
dont la séquence 16S est présente dans les bases de données. Si I'assignation au niveau du genre est
assurée, l'assignation a l'espéce est encore rarement atteinte du fait de la proximité de séquence des
régions du 16S. Ces méthodes ont été appliquées, a notre connaissance, pour la premiére fois en 2011
sur un kéfir de lait révélant la présence de Lactobacillaceae dans le lait et de Streptococcacea dans les
grains (Dobson et al., 2011). Ce lait fermenté a été ensuite étudié de nombreuses fois révélant des
particularités régionales : participation des Acinobacter a I'acidification de kéfir tibétain (Gao et al.,
2013), abondance d'une grande diversité d'especes du genre Lactobacillus dans le kéfir turc
(Nalbantoglu et al., 2014). Enfin, le séquengage 454 a mis en lumiere l'impact du procédé et du type de
lait (vache/chévre/brebis sur la richesse bactérienne (Quigley et al., 2012 ; Quigley et al., 2013). Il a
aussi été montré que la fabrication de la mozzarelle avec son étape de filage a chaud sélectionne les
bactéries thermophiles (Ercolini et al., 2012) et que I'ajout de présure d'origine animale est une source
de bactéries lactiques dans les fromages italiens (Cruciata et al., 2014). Enfin, Wolfe et al. (2014) ont
proposé une approche « méta » sur une centaine de fromages appartenant a différentes familles
technologiques et ont hissé le fromage au rang de modéle écologique. lls ont notamment démontré que
le sel sélectionne des populations bactériennes halophiles apparentées a celle de I'eau de mer.
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Les avancées techniques récentes du séquengage (lllumina, lon torrent) doivent maintenant permettre
grace a leur trés haut débit I'accés au méta génome complet. Ce séquengage, non limité au 16S, donne
une image des fonctionnalités (génes) de I'écosysteme et donc de leur réle dans la matrice fromagére.
Ces mémes méthodes adaptées a I'ARN pourront donner une image dynamique et fonctionnelle des
écosystemes bactériens. Elles ont par ailleurs été appliquées avec succés sur le kimchi (Jung et al.,
2013), un produit fermenté végétal coréen, sur 120 jours. Concernant les produits laitiers elles
apportent d'ores et déja des réponses a des questions complexes (Almeida et al., 2014 ; Dugat-Bony et
al, 2015; Delbes et al., 2015). Parallélement a ces approches en méta génomique et méta
transcriptomique en plein essor sur de nombreux aliments fermentés laitiers et non laitiers, signalons
tout le potentiel d’autres -omics. En effet, la méta-protéomique appliquée a des échantillons d’offrande
alimentaire, de plus de 4000 ans, isolés d’'une tombe particuliérement bien conservée en Chine a
permis non seulement de révéler qu'il s'agissait de Kéfir mais d'identifier les especes ferments (L.
kefirenofaciens et S. cerevisiae) identiques aux espéces qu’on trouve aujourd’hui dans le Kéfir (Yang et
al., 2014). Plus récemment, une approche protéomique directe a apporté des informations sur les
enzymes présentes dans le fromage et sur lidentification de l'espéce qui les a produites in situ
(Gagnaire et al., 2009). Enfin, la faisabilité d’une approche de type métabolomique pour discriminer par
empreinte sans a priori vient d’étre démontrée pour suivre I'affinage d’'un fromage via les composés
solubles et volatils (Le Boucher et al.., 2014). Nul doute que ce dernier outil réalisable sur le produit fini
sera bient6t en routine a des fins de sélection/différenciation de ferments.

Malgré les progrés spectaculaires, plusieurs enjeux demeurent : i) le design raisonné de ferment
multiple (consortia) pour une fonctionnalité donnée, répondant a une demande de diversification et
d’innovation alimentaire ; ii) la maitrise des interactions dans les cultures mixtes (Smid et Lacroix,
2013) ; iii) 'intégration de tous les -omics pour mieux comprendre I'action d’un ferment sur une matrice ;
iv) I'évolution adéquate de la réglementation qui ne doit pas étre un facteur limitant I'innovation, comme
par exemple pour le cas des ferments en bio préservation, v) la nécessité de revisiter avec tous ces
nouveaux outils extraordinaires les pratiques d’ensemencement en ‘backslopping’ qui existent dans les
fabrications artisanales et les ustensiles traditionnels associés (bois, jarre, ...) dans les pays du sud
avant que celles-ci ne disparaissent du fait de la mondialisation... et de la tres efficace
commercialisation de ferments industriels partout dans le monde. Bien que protégées par les accords
de Nagoya sur la biodiversité (Valence et Thierry, 2015), les pratiques d’isolement de souches
d’aliments traditionnels du monde pour trouver de nouveaux ferments perdurent. Enfin, il faut signaler
I'écart considérable qui existe entre le niveau de connaissances sur quelques espéces de bactéries
lactiques ou levures modeéles, et celui concernant la grande multitude des espéces impliquées dans les
fermentations alimentaires.

Conclusions - réflexion

Depuis les pratiques traditionnelles de fermentation, avec ensemencement « a l'aveugle » sans
connaissance aucune des acteurs microbiens impliqués (pratiques qui empiriquement fonctionnent
encore trés bien dans une large partie du monde), et la sophistication extréme de la sélection des
ferments dans de grands groupes industriels, pour des ensemencements standardisés, environ 130 ans
de recherches sont passées. Souvent les mémes questions sont revisitées avec des outils de plus en
plus puissants et les derniers en date assez révolutionnaires ont fait faire un bond de géant a la maitrise
des ferments. Pour autant, de grandes questions demeurent sur la conception raisonnée
d’écosystemes, sur la souche dépendance d’un grand nombre de propriétés d'intérét technologique,
sur les modifications biochimiques de la matrice et leurs effets santé. Les ferments peuvent augmenter
la densité tant énergétique que nutritionnelle d’'un aliment, libérer des signaux moléculaires, ou
véhiculer par eux-mémes une activité pré ou probiotique. Deés lors, le challenge scientifique se déplace
de plus en plus vers une meilleure compréhension des interactions écosystémes/ aliment
fermenté/santé de 'homme et sur les interactions, le dialogue entre souches. Sur le plan sociétal,
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comment ce procédé fermentaire, qui a tous les atouts de la durabilité, peut s'inscrire dans I'évolution
en cours de notre alimentation : circuits courts, naturalité, transition de I'animal vers plus de végétal, et
perpétuelle attente de nouveaux godts ou de nouvelles textures ? Comment conjuguer a la fois la
biodiversité microbienne, la richesse organoleptique et la sécurité sanitaire dans les produits
industriels ? Comment enfin ceuvrer en collaboration pour que ces procédés fermentaires bio-économes
contribuent encore plus demain a la sécurité alimentaire des pays du Sud ?
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