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i Préambule

Le projet “Gluten : mythe ou réalité” est un projet de recherche fondé sur la participation et collaboration du Biocivam de
I'Aude, d’équipes INRA, ainsi que de nombreux acteurs de terrains : Agriculteurs, Transformateurs, Acteurs du conseil agricole,
Chercheurs, Médecins, Consommateurs et Personnes hypersensibles au gluten non cceliaque. Ce projet vise a identifier les
éventuels déterminants sociologique, génétique, agronomique et/ou technologique de I’hypersensibilité au gluten.

Dans ce cadre, 'UMR SPO de I'INRAe a mené un travail visant a rassembler des connaissances sur les pratiques boulangéres
et la biodiversité des levains naturels dans les filiéres artisanales/paysannes en Occitanie pour dans |a suite du projet comparer
I'impact des ferments sur le contenu en gluten des pains. Plus précisément, il s'agissait :
e de caractériser la diversité des pratiques boulangeres de la filiere artisanale en Occitanie
e de caractériser la diversité microbiologique d’une vingtaine de levains naturels de la région Occitanie,
e de dégager ce qui serait un diagramme de panification artisanal typique, et de sélectionner quatre levains qui auraient
des caractéristiques représentatives pour mettre en place des essais de panification pour comparer le contenu en gluten
entre pains type filiere artisanale au levain et pains type filiere industrielle a la levure commerciale.

25 levains ont été prélevés chez les boulangers par RéEmy Amelot et Diego Segond entre le 7 septembre et le 21 novembre
2018 dans différents lieux d’Occitanie (voir carte ci-dessous).

Vous trouverez a continuation une information théorique sur la fermentation, des données moyennes sur I'ensemble des
analyses et des informations nécessaires a la compréhension des analyses individuelles de levains.
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Carte des collectes réalisées dans le cadre du projet.
Des points de méme couleur indiquent une collecte réalisée le méme jour.
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» Introduction

Quelques définitions concernant les microorganismes du levain

Les définitions sont extraites du glossaire construit dans le cadre du projet BAKERY :
https://www.quae.com/produit/1638/9782759231676/la-panification-au-levain-naturel

Levain

Ecosystéme composé de bactéries lactiques et de levures en interaction dans un milieu de farine,
d’eau et parfois de sel. Il est aussi le siége d’activités enzymatiques complexes.

m Terme générique utilisé dans différents secteurs d’activité (panification, brasserie,
produits laitiers fermentés...) pour dénommer un milieu pré-fermenté servant a ensemen-
cer une fabrication. En panification, c’est une pate pré-fermentée pouvant étre décrite
comme un écosystéme microbien céréalier complexe constitué de levures et de
bactéries lactiques sur un milieu a base de farine et d’eau.

m |e Recueil des Usages des Pains en France, indique pour levain : “Pate en
fermentation a réaction acide, provenant au départ d’'un mélange de farine et eau,

sans apport volontaire de levures et perpétuée a partir de ce mélange, une fois qu’il a

subi une fermentation spontanée, par des additions conduites de fa,con méthodique.

Ces rafraichissements successifs provoquent la multiplication et la sélection de la flore
microbienne des levains”. La fréquence et la mise en oeuvre (température, hydrata-
tion...) des rafraichis influent sur les caractéristiques microbiologiques du levain.

Levures

Micro-organismes unicellulaires qui font partie des champignons. Il en existe de nombreuses
especes. Dans les levains, elles sont principalement responsables de la fermentation alcoolique qui

transforme certains sucres (glucose, maltose, saccharose) en alcool tout en dégageant le CO,, qui permet

au levain puis a la pate de lever ; elles produisent aussi une diversité de composés aromatiques et un peu d’acide acétique
mais pas d’acide lactique.
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Bactéries lactiques

Micro-organismes unicellulaires qui font partie des especes de bactéries (régne des procaryotes, cellules sans noyau) et qui
se caractérisent par la production d’acide lactique. Dans les levains, elles sont responsables, selon les espéces, de la fermen-
tation dite homofermentaire (acide lactique) et hétérofermentaire (acide lactique + acide acétique + CO,) et vont acidifier le
levain. Elles sont en général présentes jusqu’a 1 milliard (10°) /g de levain. Elles sont 10 a 100 fois plus nombreuses que les
levures (eucaryotes, cellules avec noyau), mais leurs cellules sont aussi beaucoup plus petites ( 10 a 50 fois plus petites). Les
bactéries lactiques se développent en absence d’oxygene, elles sont généralement anaérobies. Il existe de nombreux genres
et espéces de bactéries lactiques, le principal étant le genre Lactobacillus. U'espece majoritaire des bactéries lactiques du
levain est Lactobacillus sanfranciscensis.

Genre

Les especes sont regroupées en genre. Les especes qui appartiennent au méme genre sont plus proches génétiquement que
celles qui appartiennent a des genres différents. Le genre est donné par le premier nom d’une espéce. Par exemple 'espece
Saccharomyces cerevisiae est du genre Saccharomyces. L'espece de blé tendre, Triticum aestivum, est du genre Triticum.

Espece

Chez les micro-organismes, une espéce est un ensemble d’individus liés par des liens de parenté proches : ils ont donc un
génome (ADN) et des caractéristiques morphologiques et physiologiques trés similaires. Chez les bactéries il n'y a pas de
reproduction sexuée. Chez les levures, cela dépend des especes. Quand il y a de la reproduction sexuée, les individus d’une
méme espece sont capables de se reproduire entre eux et de donner des descendants eux méme fertiles.

Souche

Au sein d'une espéce il existe de la variabilité génétique, morphologique ou physiologique entre populations (entre souches).
Une souche est une population de cellule qui vient d’'une méme cellule ancétre commun par reproduction asexué (bourgeon-
nement pour les levures, division pour les bactéries). Une souche est donc un ensemble de cellules identiques aux mutations
pres. Chez les micro-organismes, une souche est en quelque sorte I'équivalent d’une “variété homogéene” pour les plantes
cultivées.

]
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Les différents types de fermentations dans les levains

Dans un levain de panification, les levures réalisent la fermentation alcoolique, qui transforme les sucres en éthanol et en
CO.. Elles produisent ainsi la majorité du CO, dans le levain et sont principalement responsables de la pousse de la pate.
Les bactéries lactiques réalisent la fermentation lactique dans les levains, qui transforme les sucres soit entierement en acide
lactique pour des bactéries homofermentaires, soit en acide lactique, acide acétique (ou éthanol) et CO, pour des bactéries
hétérofermentaires.

Des bactéries acétiques sont parfois présentes et réalisent la fermentation acétique, qui transforme I'éthanol en acide
acétique.

Ces différents types de fermentations sont représentées sur le schéma suivant :

Sucres
CHZOH CH,0H CH,0H CH,OH
0_OH 0, 0,
OH OH OH
o] OH o OH
OH OH OH
Glucose Maltose Saccharose
~"NOH
Ethanol
Fermentation
alcoolique
Levures
Fermentation
acétique
Bactéries Bactéries
lactiques acetiques
ermentation
lactique Y
Homo Hétéro 0O
fermentaire fermentaire )J\
0 o) OH
Acide acétique
HiC HiC.
<~ OH : \)I\OH : W)‘\OH
Ethanol OH B
Acide lactique Acide lactique
* +

0
0=C=0
co2 /J\OH
Acide acétique

+
0=C=0
co2

Selon l'activité des différents types de microorganismes, différents types d’acides sont produits.
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3 Résultats des analyses
microbiologiques et biochimiques

Identification des especes présentes dans les levains et les farines

Les différentes especes de levures et de bactéries présentes dans les levains et dans les farines ont pu étre identifiées via
I'analyse d’une partie de leur ADN. On analyse la séquence d’un gene retrouvé chez toutes les levures, mais qui présente des
différences selon les especes. Il peut étre vu comme un “code-barre” nous permettant d’identifier les especes. On peut ainsi
identifier les especes présentes dans un échantillons. Ces analyses nous informent également sur les proportions dans les-
quelles les différentes espéces sont présentes. En effet, on obtient un nombre de copies du géne “code-barre” d’une espece
proportionnellement a sa présence dans I'échantillon. Si une espéce est présente en grande quantité, on obtient beaucoup
de copies de son gene et inversement.

Identification des levures

On observe sur le graphique suivant la proportion des especes de levures identifiées dans les levains. Chaque barre sur I'axe
horizontal correspond a une espéce, la hauteur des barres indique leur proportion, et chaque couleur correspond a un fournil.
Pour plus de lisibilité, le graphique a été séparé en deux. Le premier ne concerne que les espéces de levures qui ne fermentent
pas dans le levain, et le second celles connues pour étre responsables de la fermentation dans les levains.

Les champignons identifiés sur ce premier graphe sont principalement des champignons pathogenes de plantes et notamment
du blé, certains se développant lors du stockage du grain ou de la farine. On retrouve notamment les espéces Alternaria
alternata, Epicoccum nigrum et Lewia infectoria en grande proportion dans quasiment tous les levains. Ces espéces sont
connues pour étre pathogénes de plantes et notamment du blé. On ne connait a ce jour aucune fonction et aucun intérét
pour la panification a ces espéces.
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Figure 1 — Proportion des levures non fermentaires dans les différents levains
Chaque barre verticale correspond a une espéce. Chaque couleur correspond a un levain.
Plus une barre de couleur est haute, plus I'espece correspondante est en grandes proportions dans le levain.
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On observe que les especes Kazachstania bulderi,
Kazachstania humilis et Saccharomyces cerevisiae sont
présentes chacune dans plusieurs levains, tandis que les
autres levures fermentaires ne sont retrouvées que dans un
ou deux levains. 7 levains ne sont pas présents sur ce
graphique, c’est qu’aucune levure typiquement fermentaire
n‘ay été identifiée. Différentes hypotheses peuvent permet-
tre d’expliquer ceci :
m Elles n‘ont pas été détectées alors qu’elles étaient
présentes (probléme technique)
¢ Elles sont mortes lors du transport, avant les analyses
e Leur ADN n’a pas été extrait, ou leur gene “code-
barre” n'a pas pu étre amplifié
¢ || sagit de levures atypiques qui ne sont pas connues
dans les bases de données et qui n‘ont donc pas pu étre
identifiées
m Elles sont effectivement absentes des levains
e Les bactéries produisent suffisamment de CO, pour
faire lever la pate
e Les especes de levures identifiées et considérées
comme non fermentaires sont en fait capable de
fermenter la pate

Des analyses complémentaires ont été réalisées en octobre
2019 sur les levains ne présentant pas de levure fermentaire
(voir ci-contre).
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> Analyses complémentaires

Une vingtaine de souches de levures ont été isolées de chaque
levain lors de la récolte des échantillons. Elles sont conservées dans
un congélateur a -80°C, ce qui permet de les garder en vie de nom-
breuses années. 16 souches ont été analysées pour chaque levain.
Nous avons ainsi pu identifier des levures fermentaires dans 5
levains :

o |evains 60 et 72 : Torulaspora delbrueckii

® Levains 60, 64, 65 et 67 : Kazachstania servazzii
Kazachstania servazzii a été identifiée dans d'autres levains dans
cette étude, et Torulaspora delbrueckii a déja été identifiée dans
des levains dans d'autres études et est connue et utilisée pour son
activité de fermentation.
Dans 3 levains, toujours aucune levure fermentaire n'a pu étre iden-
tifiée :

o Levain 59 : levures du genre Cryptococcus et Naganishia

o |evains 68 et 69 : Naumovozyma castellii
Des analyses complémentaires doivent encore étre menées pour les
levains contenant Naumovozyma castellii
Par ailleurs, un levain ne contenait pas du tout de levure, nous
n'avons donc pas pu mener d'analyses complémentaires puisque
aucune souche n'avait pu étre isolée.
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Figure 2 — Proportion des levures fermentaires dans les différents levains
Chaque barre verticale correspond a une espéce. Chaque couleur correspond a un levain.
Plus une barre de couleur est haute, plus I'espéece correspondante est en grandes proportions dans le levain.
7 levains ne sont pas représentés sur ce graphique car aucune espece de levure fermentaire n’y a été détectée.
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On peut enfin comparer les espéces de levures identifiées dans les farines et dans les levains. Le graphe suivant présente la
proportion des espéces identifiées dans les farines (en haut) et dans les levains (en bas).

On observe que les especes pathogénes de blé évoquées précédemment comme Alternaria alternata en orange ou Lewia
infectoria en bleu clair sont présentes dans presque tous les levains, et dans toutes les farines. Aucune levure fermentaire

n’est retrouvée dans les farines.
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Figure 3 — Proportion des levures dans les farines et dans les levains
Chaque barre horizontale correspond a un échantillon de farine ou de levain. Chaque couleur correspond a une espéce.
Seules les 6 espéces majoritaires sont représentées pour chaque échantillon.
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Identification des bactéries dans les levains et dans les farines

Le méme graphique donnant la proportion des différentes especes dans les farines (en haut) et dans les levains (en bas) est
réalisé pour les bactéries. Le nom des espéces ici date de la nomenclature utilisée avant 2020, mais la correspondence avec

la nouvelle nomenclature peut étre trouvée sur le site http://lactotax.embl.de/wuyts/lactotax.

La diversité d’especes de bactéries dans les levains est trés inférieure a celle des levures. On retrouve généralement une seule
espece de bactérie. Il s’agit de la méme pour quasiment tous les levains :

Lactobacillus sanfranscisensis, certains ayant Lactobacillus paralimentarius. Le genre Acetobacter est retrouvé dans deux
levains. On retrouve plus d’especes dans les farines, Lactobacillus paralimentarius étant la plus fréquente. On retrouve
également des especes du genre Pantoea et Pseudomonas. la composition en espéces varie peu d’une farine a I'autre.

165_VAL 51 3 0 61 62 63 64
Boulanger
Enterobacteriaceae sp. Lactobacillus sanfranciscensis
Erwinia sp. Lactobacillus sp.
Lactobacillus brevis Lactococcus lactis
Lactobacillus buchneri Massilia sp.
Lactobacillus curvatus Nevskia sp.
Lactobacillus paralimentarius Oligofiexales sp.

Figure 4 — Proportion des bactéries dans les farines et dans les levains
Chaque barre horizontale correspond a un échantillon de farine ou de levain. Chaque couleur correspond a une espéce.
Seules les 6 espéces majoritaires sont représentées pour chaque échantillon.
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Quantités absolues de levures et de bactéries dans les levains

Ces analyses ne permettent pas de connaitre la quantité absolue de microorganismes
présents dans les levains, on n'a accés qu’aux proportions. Les bactéries et les levures
ont donc par ailleurs été dénombrées pour savoir en quelles quantités elles sont pré-
sentes. Les résultats de ces dénombrements sont donnés dans le tableau suivant.

Nombre de levures Nombre de bactéries
par gramme de levain par gramme de levain

Minimum 0 million 0.07 milliard
Meédiane 10.5 millions 1.87 milliard
Moyenne 15.4 millions 2.03 milliards
Maximum 77 millions 7.42 milliards

Tableau 1 — Nombre de microorganismes dans les levains
Valeurs minimales, médianes, moyennes et maximales
des quantités de levures et bactéries par gramme de levain.
Les valeurs données sont calculées sur I'ensemble
des 25 levains analysés dans le projet.

On pourra se référer a ce tableau pour comparer aux autres levains les résultats affi-
chés sur les fiches individuelles. Lencadré suivant explicite les notions de moyenne
et de médiane.

> Moyenne et Médiane

Moyennes et médianes sont deux indicateurs permettant de décrire un jeu de données
chiffrées.
Pour calculer la médiane, on procéde de la fa, con suivante :

® On classe I'ensemble des valeurs dans I'ordre croissant

® On prend la valeur centrale, telle qu'il y ait autant de valeurs inférieures

que supérieures.
Ici, la médiane du nombre de levures par gramme de levain est de 10.5 millions. Cela si-
gnifie que la moitié des levains analysés ont moins de 10.5 millions de levures par gramme,
et I'autre moitié en ont plus.
La moyenne est calculée en additionnant I'ensemble des valeurs et en divisant le tout par
le nombre de valeurs. Cela donne une bonne estimation de la valeur typiquement attendue,
a condition que les valeurs ne soient pas trop dispersées.
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Analyse biochimique des levains

Différentes caractéristiques des levains ont été mesurées. Le tableau suivant renseigne les valeurs minimales, maximales,
médianes et moyennes de ces caractéristiques.

“ TTA (mL) Pourcentage d'hydratation

Minimum 3.90 4.46 1.64 34.27 %
Meédiane 415 11.09 3.67 50.92 %
Moyenne 419 10.97 3.74 51.09 %
Maximum 5.47 18.46 5.72 62.59 %
T ——
Minimum 4.44 3.32 0.49 1.53 g/L de levain
Meédiane 9.62 7.34 1.45 459 g/L de levain
Moyenne 9.93 7.44 1.46 5.58 g/L de levain
Maximum 15.94 11.75 2.45 10.88 g/L de levain

Tableau 2 — Caractéristiqures biochimiques des levains
Valeurs minimales, médianes, moyennes et maximales des variables mesurées sur les levains.
Les valeurs données sont calculées sur I'ensemble des 25 levains analysés dans le projet.

Le pH et le TTA (Total Titratable Acids) donnent une idée
de I'acidité des levains, mais donnent des informations
différentes.

Le pH est une mesure de l'acidité de I'eau. Il s’exprime
sans unité et peut valoir entre 0 et 14. Plus le pH est
faible, plus le milieu est acide. Il se mesure avec un
pHmetre.

Le TTA est le volume de soude a une concentration don-
née qu’il faut ajouter a une masse donnée d’échantillon
pour atteindre un pH de 8.6. C’est une mesure de la
quantité globale d’acides dans I'échantillon. La soude
réagit avec les acides et les neutralisent, ceci fait monter
le pH. Il faudra ajouter un grand volume de soude a un
levain contenant beaucoup d’acides pour atteindre un
pH de 8.6, le TTA sera donc élevé.

Le pH et le TTA donnent donc des informations relati-
vement proches et d’'une maniere générale un levain
peu acide, qui a donc un pH élevé aura un TTA faible et
inversement. Il est cependant tres compliqué de calcu-
ler précisément I'un a partir de l'autre. Mesure du pH

Le quotient fermentaire est le rapport entre le nombre de molécules d’acide lactique et d’acide acétique. Un quotient
fermentaire de 2 indique que deux molécules d’acide lactique ont été produites pour une molécule d’acide acétique.

Le pourcentage d’hydratation présenté est calculé en déshydratant le levain et en comparant sa masse de départ a sa masse
seche. Il ne correspond pas forcément au pourcentage d’eau ajouté a la farine pour préparer le levain, cela dépend de
I'hydratation de la farine. C’est une caractéristique pouvant influer sur la composition en espéces du levain.

Les quantités d’acides donnent une idée du type de fermentation qui a eu lieu dans le levain. La quantité d’éthanol est un
indicateur de l'avancée de la fermentation au moment de I'analyse.
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