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Fermentation & aliments fermenteées




Du vin et du pain !
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La dynamigue microbienne

Biomasse
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Importante diversité dans le moQt
en début de fermentation

H. uvarum

M. pulcherrima,
Torulaspora delbruecki,
Starmerella bacillaris,
[achancea thermotolerans,
etc.

Population

Non-Saccharomyces
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Ciani et al., 2019; Fleet et al., 2003; Steensels et al, 2014
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La dynamigue microbienne
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Dans environ 80% des
cas on ajoute a t, un
starter de fermentation
compose tres
majoritairement d’une
levure S. cerevisiae. ..
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Ciani et al., 2019; Fleet et al., 2003; Steensels et al, 2014
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Cette approche a des limites :

standardisation des vins
Limites physiologiques de S. cerevisiae

Temp
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La dynamigue microbienne
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Cette approche a des limites :

standardisation des vins
Limites physiologiques de S. cerevisiae
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Quel est la paire de levures qui présente une performance
meilleure que la meilleur mono-culture correspondante ?



La conception d'un starter multi-souches

Tester des combinaisons

* Tester 3 especes (A, Bet C):
- A&B
- B&C
« C&D
A, BetC

Tester 3 proportions : 50/50, 10/90, 90/10

Tester 3 scénarios d’inoculations :
* Simultanée
e 2eme espece apres 24h ou
e apres 72h

3 replicats

Total = 162 fermentations
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La conception d'un starter multi-souches

Tester des combinaisons

* Tester 3 especes

* Tester 3 proportions

* Tester 3 scénarios d’inoculations
* 3 replicats

* Total = 162 fermentations

Avec 5 especes/souches on passe a 405 fermentations



Il y a un enjeu majeur a predire la qualité finale
du produit fermenté a partir des conditions
initiales

Comment suivre la composition microbienne
?



La cytometrie en flux
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La cytometrie en flux

A Live-C4 11P2 B GFPPos-C4_11P2 C GChNeg-C4_11P2
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mCherry-H GFP-H BFP-H
D
Name Gate X Parameter Y Parameter %Total
B Al Events All Events  N/A N/A 100,000
Yeast Yeast FSC-A SSC-A 99,760
B r1 R1 SSC-H SSC-A 98,652
D Live Live BL3-H SSC-A 96,823
Sc Sc YL2-H BL1-H 9,114
Lt Lt YL2-H BL1-H 4,505
] GChNeg GChNeg YL2-H BL1-H 56,699
[] BFP2 BFP2 VL1-H SSC-H 29,400
D WT WT VL1-H SSC-H 27,237
GFPPos GFPPos YL2-H BL1-H 26,139
mCit mCit VL2-H SSC-A 5,100
O Grp GFP VL2-H SSC-A 21,028

[ Dead Dead BL3-H SSC-A 1,683



La cytometrie en flux
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Name Gate X Parameter Y Parameter %Total
& Al Events All Events N/A N/A 100,000
Yeast Yeast FSC-A SSC-A 99,760
R1 R1 SSC-H SSC-A 98,652
[ Live Live BL3-H SSC-A 96,823
Sc Sc YL2-H BL1-H 9,114
B Lt Lt YL2-H BL1-H 4,505
|| GChNeg GChNeg  YL2-H BLI-H 56,699
[] BFP2 BFP2 VL1-H SSC-H 29,400 D f A t 2 A ~ I m :
GFPPos GFPPos YL2-H BL1I-H 26,139
mCit mCit VL2-H SSC-A 5,100
[Tl Grp GFP VL2-H SSC-A 21,028
[l pead Dead BL3-H SSC-A 1,683



De "gros’ jeux de donnees

A Live-C4_11P2 B GFPPos-C4_11P 2 C GChNeg-C4_11P 2
10+ 10: 10

GFP: 80,448%

[0 Par échantillon 10 4
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superposent mCherry-H GEP-H BFP-H
D
i Name Gate X Parameter Y Parameter %Total
[ All Events All Events  N/A N/A 100,000
i ' Yeast Yeast ~ FSCA  SSCA 99,760
[ Conc_evo_|r une fonction el o hen e
d’attribution [ Live Live  BL3-H  SSCA 96,823
sc sc YL2-H  BLIH 9,114
[l Random-forest (T Lt YL2-H BLI-H 4,505
_ GChNeg GChNeg  YL2-H  BLI-H 56,699
[ Boostmg 7] BFP2 BFP2  VLI-H SSC-H 29,400
mwr WT  VLI-H  SSGH 27,237
GFPPos GFPPos  YL2H  BLI-H 26,139
mit mct  VI2H  SSCGA 5,100
[ GFp GFP  VL2H  SSCA 21,028

[l pead Dead BL3-H SSC-A 1,683
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. DU pain !

Colonisation naturelle pas les
micro-organismes de
I'environnement
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Pour conclure

* Ambition de developper des starters multi-souches
 Vin : levures-levures
 Pain : levures-bactéries

* Developper des outils performants pour faire le lien entre
diversité microbienne et fonctionnalité de I'écosysteme

« Cytométrie en flux - Data paper est en préparation (Zénodo)
» Doctorat d’Eléonore Pourcelot
* 6 espéces différentes marquées avec des fluorochromes spécifiques
 En mono-culture et en mélange
* Différents points dans le temps



Pour conclure

* Ambition de developper des starters multi-souches
* Vin : levures-levures (ce qui complique les modeles de flux)
 Pain : levures-bactéries

* Developper des outils performants pour faire le lien entre
diversité microbienne et fonctionnalité de I'écosysteme

« Cytométrie en flux - Data paper est en préparation (Zénodo)

* Predire le point final a partir du point initial
* Choisir les meilleures especes/souches a combiner
 Choisir le protocole de mélange
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