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Utilisation de L. casei ssp. paracasei comme
antifongique.

La présente invention est relative & l’utilisation
de Lactobacillus casei pour protéger un produit laitier contre
le développement des moisissures.

L’utilisation de microorganismes sélectionnés dans
le but d’améliorer la conservation des aliments est connue
depuis des millénaires. Parmi ces microorganismes, on citera
les bactéries lactiques, qui sont largement utilisées pour la
conservation de produits laitiers, de produits carnés, ou de
produits d’origine végétale, destinés a 1l’alimentation humaine
ou animale. L’amélioration de la conservation des aliments par
les bactéries lactiques repose en grande partie sur leur
capacité a produire, au cours de la fermentation, de 1"acide
lactique et d’autres acides organiques, qui inhibent Ila
croissance des microorganismes indésirables (bactéries et
moisissures) en abaissant le pH du milieu, 1le rendant
défavorable a la croissance de ces microorganismes, et/ou qui
ont un effet toxique direct sur ceux—éi. Outre ces acides
organiques, certaines bactéries lactiques produisent des
substances anti-fongiques et/ou anti-bactériennes, telles que
le peroxyde d’hydrogéne, le diacétyle, ou la nisine.

La Demande EP 0221499 décrit des propriétés
antifongiques de Lactobacillus casei ssp. rhamnosus NRRL-B--
15972. Lorsque cette bactérie est cultivée sur milieu d'agar
additionné de jus de concombre, elle est capable d’inhiber
totalement la croissance de Chaetomium olivacium, et
partiellement celle d'Aspergillus terreus et de Verticillium
sp. En revanche, dans ces conditions, elle n’a aucun effet sur
la croissance de Penicillium oxalicum ; un effet inhibiteur
sur ce microorganisme est toutefois observé avec des cultures
de cette bactérie sur jus de concombre, a un pH de 1’ordre de
3,7.

La Demande EP 0576780 décrit les effets
antifongiques de Lactobacillus casei ssp. rhamnosus LC-705.
Des cultures de cette bactérie, obtenues sur un milieu a base

de lactosérum, additionné d’hydrolysat de caséine et d’extrait
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de levure, peuvent inhiber la croissance de Penicillium,
Cladosporium, Fusarium, et Candida.

La Demande PCT WO 97/36603 décrit les effets
antifongiques de Lactobacillus casei ssp. casei N94/49432. Des
cultures de cette bactérie, obtenues sur un milieu synthétique
additionné d’extrait de levure, ont un effet antifongique sur
Alternaria, Chaetomtum, Cladosporium, Colletotrichum,
Cunninghamella, Dothiorella, Geotrichum, Phoma, et Phomopsis.

La Demande EP 1308506 décrit les effets
antifongiques et antibactériens d’ une combinaison de
Propionibacterium jensenii avec certaines souches de
Lactobacillus casei ssp. paracasel.

Les 1Inventeurs ont maintenant constaté gque des
bactéries de 1’espéce Lactobacillus caseli ssp. paracasei
possédaient une activité antifongique, notamment sur les
molsissures du genre Penicillium, lorsqu’elles étaient
utilisées isolément, c'est-a-dire sans étre associées a
d’autres bactéries antifongiques, et notamment avec
Propionibacterium jensenii.

Cette activité antifongique présente les
caractéristiques suivantes

Elle ne se développe pas lorsque L. casel est
cultivé sur milieu synthétique, mais apparait lorsque L. casei
est cultivé sur du lait, ou un milieu & base de lait, a partir
de 5 heures de culture. Elle devient maximale aprés 24 & 48h
de fermentation.

Elle est sensible au pH. Elle disparait en dessous
de pH 4, mais ré-apparailt toutefois si le pH est remonté au
dessus de 4.

Elle est également sensible & la chaleur. Elle
disparait apreés un traitement thermique de 1 minute & 60°C.

Elle n’est d’autre part pas liée a la production
d’acides organiques tels que les acides sorbique, propionique
ou benzoique (qui sont connus pour leur activité
antifongique), ni & celle de peroxyde d’hydrogéne, ces
substances n’étant pas détectables dans les cultures de L.

casel ssp. paracasel dotées de propriétés anti-fongiques.
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La présente invention a pour objet l’utilisation
d’une bactérie de 1’espéce L. casei ssp. paracasel pour
conférer des propriétés antifongiques & un produit laitier
fermenté.

En particulier, la présente invention a pour objet
un procédé pour inhiber le développement d’une moisissure de
la classe des Ascomycétes, et notamment du genre Penicillium,
dans un produit laitier fermenté, caractérisé en ce qu'il
comprend la fermentation d’un substrat laitier en présence
d’une bactérie de l’espéce L. casel ssp. paracaseli pendant un
temps suffisant pour 1/apparition dans le substrat d’'une
activité antifongique. Cette activité antifongique a pour
effet d’inhiber le développement de ladite moisissure en cas
de contamination dudit produit par celle-ci postérieurement a
la fermentation.

Avantageusement, la quantité de ladite bactérie de
1’espéce L. casei ssp. paracasei utilisée pour ensemencer le
substrat laitier pour ladite fermentation est d’au moins 1068,
de préférence au moins 107, et avantageusement comprise entre
107 et 10%® u.f.c. par gramme de substrat laitier.

Selon un mode de mise en ceuvre préféré du procédé
conforme & l'invention, la fermentation dudit substrat laitier
est effectuée pendant au moins 5 heures, de préférence pendant
au moins 15 heures, et de maniére tout a fait préférée pendant
24 a4 48 heures. Pour obtenir une activité antifongique en
utilisant des temps de fermentation courts, il est préférable
d’utiliser une quantité relativement importante de L. caseil
ssp. paracasei ; par exemple, pour observer une activite anti-
fongique aprés 5 heures de fermentation du substrat laitier,
1’ ensemencement sera effectué a raison d’au moins 10’ u.f.c.
par gramme de substrat laitier.

Selon un autre mode de mise en cuvre préféré du
procédé conforme & 1l'invention, il comprend, si nécessaire
1’ajustement du pH du substrat fermenté a wune valeur
supérieure & 4, de préférence comprise entre 4 et 6,5.

Avantageusement ladite bactérie de 1’espéce L.
casel ssp. paracasel est une bactérie de la souche CNCM I-

1518. Cette souche est décrite notamment dans la Demande
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EP0794707 ; elle a été déposée, selon les dispositions du
Traité de Budapest, le 30 décembre 1994, aupreés de la CNCM
(Collection Nationale de Cultures de Microorganismes), 25 rue
du Docteur Roux, & Paris.

La présente invention sera mieux comprise a l’aide
du complément de description qui va suivre, qui se référe a3
des exemples illustrant l’activité antifongique d’une souche
de L. casei ssp. paracasei.

EXEMPLE 1 : MISE EN EVIDENCE DE IL’ACTIVITE ANTIFONGIQUE DE
PRODUITS LAITIERS FERMENTES EN PRESENCE DE TI. CASEI SSP.
PARACASET.

Un produit laitier fermenté contenant I. casei ssp.
paracasei (Actimel®, contenant la souche CNCM I-1518 associée
a S. thermophilus et L. bulgaricus), et un produit laitier
fermenté contenant S. thermophilus et L. bulgaricus (Témoin)
ont €té inoculés avec 6 espéces fongiques a raison de 102
spores: Mucor circinelloides (2 souches testées) ; Mucor
plumbeus ; Penicillium expansum ; Penicillium roqueforti ;
Penicillium brevicompactum.

Ces especes sont représentatives des contaminations
habituellement rencontrées sur les produits laitiers frais.

Les produits sont ensuite incubés & 10°C et
examinés tous les 7 jours pour l’apparition de thalles de
croissance fongique.

On observe un développement important des espéces
de Mucor sur les deux produits, dés 14 jours dans le cas
d’Actimel®, et dés 7 jours dans le cas du produilt témoin. En
revanche, on observe une croissance extrémement faible
(agrégats) ou une absence de croissance visible de Penicillium
sur Actimel®, aprés 40 jours d’incubation, alors que 1l'on
observe un envahissement de la surface du produit Témoin en
seulement 14 jours.

Dans une seconde série d’ expérimentations,
l7activité antifongique de la souche CNCM I-1518 a &té évaluée
par une technique dérivée de celle des antibiogrammes. Elle
consiste a géloser le produit a tester (80% de produit + 20%
de solution d’agar a 15g/1) et & couler le mélange en boite de
Pétri.
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Sur le milieu solidifié, on dépose 3 disques en
papler stériles sur lesquels sont déposées 100 spores de la
moisissure a tester (P. expansum. LMSA 00 083)

Les boites de Pétri sont incubées a 25°C et a 10°C.
Le diametre du thalle fongique est mesuré régulierement.

Les produits qui ont été testés sont les suivants
Actimel® ; mix laitier d'Actimel® avec S. thermophilus et L.
bulgaricus, sans la souche CNCM I-1518 ; mix laitier
d’Actimel® sans S. thermophilus et L. bulgaricus, fermenté
pendant 24 heures en présence de la souche CNCM I-1518.

Les résultats de deux essais pour chacune des

conditions testées sont illustrés dans le Tableau I ci-

dessous.
TABLEAU |
Diamétre de thalle aprés Diamétre de thalle (mm) Diameétre de thalle
incubation (mm) aprés 17 jours a 10° aprés 24 jours a 10°
Essai 1 Essai 2 Essai 1 Essai2 Essai 1 Essai 2
8jours 2 25°C | 7jours a 25°C
Actimel® 176+ 4.4 192+48 |96+ 0,5 10+ 0,9 109+ 08129+ 1,8
Standard '
(commerce)
Actimel® sans >65 >65 >65 >65 >65 >65
L.casei
Mix laitier
d'Actimel®
fermenté 24h
avec L. casei 94+ 1 88+ 1 114+ 1 151+ 12 141+ 091172+ 1,2
en l'absence de
S. thermophilus
et L. bulgaricus

Les deux produits contenant la souche CNCM I-1518
(Actimel® ; et le mix laitier d'Actimel® fermenté 24h avec L.
casei en l'absence de S. ‘thermophilus et L. bulgaricus
présentent une activité antifongique, contrairement au produit

qui ne la contient pas (mix laitier d'Actimel® sans L. caseil).

EXEMPLE 2 : CINETIQUE D’APPARITION DE L/’ACTIVITE ANTIFONGIQUE
AU COURS DE LA FERMENTATION PAR I. CASEI SSP. PARACASET.

Des tests d’activité antifongique ont été effectués
sur un mélange (Mix) constitué de lait écrémé, additionné de
2% de glucose et de 6% de protéines laitiéres (Protéines de
lait écrémé classiques), ensemencé avec 10’cfu/ml de la souche
CNCM I-1518 sous forme lyophilisée. Des échantillons de
mélange ont été prélevés avant et aprés inoculation par CNCM
I-1518, puis apres 15h, 24h, 48h, et 72h de fermentation.
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Préalablement aux tests d’activité antifongique, les
échantillons prélevés et congelés ont été irradiés a 10 kG
afin de bloquer le développement des bactéries ceci afin
d’éviter leur développement et métabolisme au cours du test.
Les échantillons & tester sont préalablement décongelés et 1le
pH des échantillons a été ajusté a 6,2 (pH du mélange de
départ). Les tests ont été effectués comme décrit a 1’ Exemple
1 ci-dessus.

Les résultats de ces tests (mesure du diamétre du
thalle) sont illustrés par le Tableau II ci-dessous. Les
mentions « Thalle sur disque » et « Agrégats », se référent a

des traces de croissance fongique, observées uniquement sur le

disque.
TABLEAU I
Test 7 jours a 25°C
. . Mix + L. casei
Mix non ensemencé T15h T24h T48h T72h
36,8mm + 10,2 22,5mm+ 3,1 | 18,3mm=+2,7 Agrégats Agrégats Agrégats
Test 19 jours 4 10°C
Mi . Mix + L. casei
X non ensemence s T15h T24h T48h T72h
48,5mm 1,9 13,8mm £ 3,3 | Thalle sur disque | Agrégats Agrégats | Agrégats

Ces essalis montrent 1"apparition précoce de
l7activité antifongique, qui semble parfois faiblement présente
dés 1’inoculation mais n’apparait nettement qu’a partir de 15h
de fermentation et devient maximale entre 24h et 48h. Cette
activité est toujours présente aprés 48h et méme 72h sous
réserve que le pH soit supérieur a 4.

EXEMPLE 3 : SENSIBILITE DE L’ACTIVITE ANTIFONGIQUE AU pH

Des tests d’activité antifongique ont été effectués
dans les mémes conditions que dans 1"Exemple 2 ci-dessus, mais
sans ajustement du pH préalablement aux tests.

Les résultats sont illustrés par le Tableau III ci-

dessous.
TABLEAU [l|
. . Mix + L. casei
Mix non ensemence [ T15h T24n T48h T72h
6,32 6,01 5,63 4.8 3,94 3,75
1332+£25 12,8 +1,3 Agrégats Agrégats | 34,3+ 11,4 252 +21
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Ces résultats montrent que le pouvoir antifongique
est altéré lorsque le pH est inférieur a 4.

Cette altération semble toutefois réversible, le
pouvoir antifongique étant restauré si le pH est ramené a une
valeur supérieure a 4.

EXEMPLE 4 : INFLUENCE DU MILIEU DE FERMENTATION SUR L’ACTIVITE
ANTI-FONGIQUE.

Afin de déterminer si l’activité antifongique était
liée au milieu de culture, des essais ont été effectués en
utilisant comme milieu de culture d’une part le mélange
laitier décrit a 1l’exemple 2, et d’autre part un milieu
synthétique, de composition suivante :peptone 10gr/L ; extrait
de wviande 10gr/L ; extrait de levure 5gr/L ; Phosphate
bipotassique 2gr/L ; Citrate d’ammonium 2gr/L ; Sulfate de
magnesium 0,1gr/L ; Sulfate de manganése 0,05 gr/L ; Glucose
20gr/L ; Tween 80 :1ml ; gsp 1 L eau permutée. Ces milieux ont
été ensemencés avec 10’ cfu/ml de la souche CNCM I-1518 sous
forme lyophilisée. Apres 24 et 48 heures de culture,
l"activité antifongique a été testée, comme décrit & 1’Exemple
2, pendant 7 jours a 25°C et 20 jours & 10°C.

Lorsque la culture est effectuée sur le mélange
laitier, on observe une inhibition compléte de la croissance
fongique quelque soit la température du test. En revanche,
aucune inhibition n’est observée lorsque la culture est
effectuée sur le milieu synthétique, ceci pour une population

bactérienne équivalente.
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REVENDICATIONS

1) Utilisation d’une bactérie de 1’espéce I. casei
Ssp. paracasei pour conférer des propriétés antifongiques & un
produit laitier fermenté.

2) Procédé pour inhiber le développement d’une
moisissure de la classe des Ascomycétes dans un produit
laitier fermenté, caractérisé en ce qu'il comprend la
fermentation d’un substrat laitier en présence d’une bactérie
de l’espece L. casel ssp. paracasei pendant un temps suffisant
pour 1’ apparition dans le substrat d’une activité
antifongique.

3) Procédé selon la revendication 2, caractérisé en
ce que la quantité de ladite bactérie de 1" espéce I. casei
Ssp. paracasei utilisée pour ensemencer le substrat laitier
pour ladite fermentation est d’au moins 10° u.f.c. par gramme
de substrat laitier.

4) Procédé selon la revendication 3, caractérisé en
ce que la quantité de ladite bactérie de 1’ espéce L. casei
Ssp. paracasei utilisée pour ensemencer le substrat laitier
pour ladite fermentation est d’au moins 10’ u.f.c. par gramme
de substrat laitier.

5) Procédé selon une quelconque des revendications
2 a 4, caractérisé en ce que la fermentation dudit substrat
laitier est effectuée pendant au moins 5 heures.

6) Procédé selon une quelconque des revendications
2 a 5, caractérisé en ce qu'il comprend, si nécessaire,
1"ajustement du pH du substrat fermenté & une valeur
supérieure a 4.

7) Procédé selon une quelconque des revendications
2 a 6, caractérisé en ce que ladite bactérie de 1’ espeéce L.
casei ssp. paracasei est une bactérie de la souche CNCM T-
1518.

8) Procédé selon une quelconque des revendications
2 a 7, caractérisé en ce que ladite moisissure de la classe

des Ascomycétes appartient au genre Penicillium.
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