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Action 2 : Tester des démarches méthodologiques
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Questionnement

Apamos

Les interactions entre micro-organismes

i i ¢ ensemenceés et la composition
@ ObJeCtlf biochimique des laits de fabrication
jouent-elles un réle dans I'amertume
Mieux comprendre |'origine des défauts excessive des bleu d’Auvergne ?

d’amertume excessive dans les fromages a
pate persillée

Démarche

Etudier des lots de fromages Bleu d’Auvergne (BA) jugés « amers » et des
lots jugés « non amers » afin d’évaluer des liens potentiels avec :

o la composition des populations microbiennes des fromages

o la composition biochimique des laits et des fromages

o les parametres technologiques




Materiels et methodes



Aw Dispositif expérimental

1 seul atelier de fabrication
Fromages au lait pasteurisé avec ferments

il {e]
2 niveaux @ 2 stades de x [ ]

d’amertume b 4 conservation

5 lots - 3 BA par lot

o 30 jours

trop amer » = TA '
°  «lop 7 o 60 jours

o « peu amer » = PA

5 lots x 2 stades x 2 niveaux

2 niveaux d’amertume x 5 lots
de BA = 10 laits

d’amertume x 3 fromages = 60 BA

Stage de Bastien Imler (2019-2020)

image : Flaticon.com



Aw Dispositif expérimental

i i Congélation
Maturation du lait d’échantillons des laits . An.aI)./ses
biochimiques a

posteriori des

. . . L s ;. . Relevés des paramétres :

N Fabrications (fromages mis de coté sur une période de 1 mois | laits

\ s g p ) technologiques correspondants

N

Fromages
aTo —
\ J
|
Fromages Evaluation sensorielle = classement trop amer/ et constitution de 10 lots :
aT30 [
< XXXXXAIXXXX XXXXXXXXXXXAIXXXAXXXXXX
S \ Y 1
S
O
v () o O
S 00 00 00 co ¢ (f’t':’;; :fnseiA» 0o ¢o 00 do ¢'e
O e 06 06 0 o
00 00 00 0000
3 BA/lot =
Analyses
microbiologiques,
Fromages o o o o & 3BA/lot > Ev'aluat.ion Sfensorielle, biochimiques
aTeo Analyses microbiologiques et
biochimiques




Abamosy  Analyse réalisées

Evaluation sensorielle de
I’'amertume

MG, MS,

Gras sur sec
Chlorures

MAT, MAS, MANP,
caséines

qualité
organoleptique
des fromages

composition
physico-chimique
des laits
2°¢
composition
physico-chimique
des fromages
o
%' 5 microbiotes des
V¢ f
romages

MP, MG, urée, MAT,
MAS, MANP, Caséines,
activité enzymatique

Metabarcoding 16S (ADN)
Séquencage métagénome (ADN)
Séquencage métatranscriptome (ARN)



Résultats

Caractéristiques
physico-chimiques

et sensorielles des
fromages




ADAMUS‘"}. Evolution sensorielle & physico-chimique des BA de 30 a 60 jours

Niveau d’amertume dans les bleus

15

10

Arnerlre (125

T T T T
30jours TA Gl pours TA 30jours P il pours PA

Abaissement de 'amertume pergue pour les TA

Absence de distinction sensorielle a 60 jours entre les catégories TA et PA a part pour la texture en bouche (plus fondante
chez les TA).

PA : BA « Peu Amer »
TA : BA « Trop Amer »




Aw Evolution sensorielle & physico-chimique des BA de 30 a 60 jours

Saveur salée Teneur en sel
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' ' _ ' ' 30 fours TA, GO jours Ta 30  jours PA, 2 jours PA,
30 jours TA 50 jours TA AP jours PA 60 jours PA

A 30 jours : gott salé percu TA<PA
A 60 jours : teneur en sel TA<PA et gott salé percu TA<PA

Augmentation de la teneur en sel et de I'intensité de la saveur salée plus importante chez les PA
PA : BA « Peu Amer »

Répartition du sel dans le Bleu d’Auvergne pourrait différer entre les TA et les PA 2 30 jours TA: BA «Trop Amer»




Résultats

Microbiologie
des fromages

C. Delbes, S. Theil, I. Verdier-Metz




Composition bactérienne des fromages (16S) selon le temps

ADAMOS ; . .
d’aff I d’
daitinage et le niveau d amertume
Relative abundance
1 Il 5__unassigned
| s__Btreptococcus_species
0.8 . 5__Peptostreptococcaceae_species
g ' - 5__Paucdilactobacillus_nenjiangensis
z I s5__ Mitochondria_species
S 06 I s_ Leuconostoc_species
% I s__Leuconostoc_mesenteroides
E B s Lactococcus_species
= 04 B s_ |actococcus lactis
b I s lactobadillus_delbruecki
0.2 . Other
0

30_TA 30_PA 60_TA 60_ PA




Apamosy  Composition fongique des fromages (ITS) selon le temps d’affinage
g et le niveau d’amertume

elative abundance
1

B unasslgned

W 3 Mucor_species

B s__Fungi_species

0 5__Trichosporonaceas_spedies

B s__Cutaneotrichosporon_species

[ s_ Hypocreales_fam_Tncertae_sedis_species
[0 a__ saccharomycetales_spedes

" s_ Diutina_spedes

I 5__Candida_species

" s__Saccharomycetaceas_spades

5 Kluyweromycas Specias

B 3 Onygenales spedes
| I Penldmum acles
B 5__Ascomycota_species
B Mucor sp. F09

W Mugor fuscus

B uncultured fungues

0.8

|

0.6
B =_ scopuladopsls_species
B Fusarum domestoum
B s_ Trichothedum_spedes
B  ‘Wickerhamiella pararugosa
B s__Saccharomyces_specias
B s_ Pichia_spedes
B = Metachnlkowiaceae spedes
l B 3 Dipodascaceae spedes I
B s_ Debaryomycetaceae_genus_species
B Fenidllium cellarum
B s__Aspergillaceae_spedes

0.4

0.z

30 TA 30 PA 60_TA 60_PA




AbAmos 3 |
selon le niveau d’amertume

Fromages totaux (tous temps de conservation confondus: 30 +60 jours)
Rang espéce
Seuil d’abondance relative 0,0001

Bitter vs. Non Bitter

Difféerences de composition bactérienne des fromages (16S)
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5 Lactocoocus_|lactis_2535950da4fSce2e05509946880a1912 /
5__ Leuconostoc_mesenterocides 2f385b417a8f3c1815b2258179ab2 5711
s___Methylovirgula_ligni_da4ad925fb1d8defe55566069a607433

5__ Streptococcus_spedes_b82d74b25885f9b7554f0d2c127 acBad

Featuras

5 Mitochondria_spedes_37fccadf077a3791fcesf3eas8ad2e321 4

5 Pseudomonas_spedes_368b2992e4bl5aea5bPecB465b0dGdEE 4

5 Paudlactobadllus_nenflangensis_61d66d59700a11ce1a0ad?19932087a59

(S

N

\ Condition

Amer
Non amer

J

Non amers:

- Paucilactobacillus nenjiangensis
- Streptococcus thermophilus

(ferment de maturation chaude)
- Leuconostoc mesenteroides

UESeqlLFC

C

Amers:

- Pseudomonas sp.

- ADN de mitochondrie de Penicillium roqueforti
- Lactococcus lactis

L. lactis subsp. cremoris (ferment de maturation froide)

- Selon le niveau d’amertume des fromages, I’équilibre dans les fromages des populations
de ferments lactiques ajoutés pendant les phases de pré-maturation et de fabrication differe.
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Aw Difféerences de composition fongique des fromages (ITS) selon le
niveau d’amertume

Fromages totaux (tous temps de conservation confondus: 30 +60 jours)
Rang ASV
Seuil d’abondance relative 0,0001

Cnnthinn\

" Amer

Penicillium-carneum:(P:-roquefortiyvar. carneum) - «
s__Penicillium_speci..._4541b2a7?f0bcddiS88ca?79266a0d341 -

= Renicilivm camembertizcazcosc2aossic-

s__ Penicillium_spedi..._3f1e3eff3f04025899856547c9291cf0 -

" Non amer|

E s__Debaryomyces_spec..._boclad2bcd5e793cb88e96b3115alaal-
% s__Dipodascaceae_spe..._0a5c97aafaad5s6esfed3b0984ed1cBb2 -

uncultured fungus..._47551270cdede62ablcael133067 20718 -
s__Debaryomyces_spec..._53193badd7fda4ce594b108dael9bc8l -

s__Dipodascaceae_spe..._035790bf2beel10eel13c7e7Sdcfacaad -

s__Diutina_species..._a7eb5a383d5403ac09031c601e52eblc-
-3
/ DESegLFC

J

Non amers: Amers:
- Diutina sp., - Penicillium roqueforti
- Debaryomyces sp.

- P.camemberti




Conclusions
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ADAMUSJ% Conclusions

Fromages du groupe “tres amer” toujours percus moins salés

A 60 jours, amertume similaire pour les 2 groupes de fromages mais différences en termes de
teneur en sel (les plus amers sont moins salés)

Pour le facteur amertume dans les fromages :
Différences marquées des communautés bactériennes et fongiques.

Différences des équilibres des populations de ferments lactiques ajoutés pendant les phases de pré-
maturation et de fabrication

Les fromages NON amers présentent des abondances relatives Les fromages amers présentent des abondances relatives
plus élevées des ASVs assignés a : plus élevées des ASVs assignés a :

Streptococcus thermophilus (ferment de maturation chaude) ® | actococcus lactis sp. cremoris (ferment de
Paucilactobacillus nenjiangensis
Debaryomyces sp. (ferment de surface)
Penicillium camemberti (utilisée dans I'atelier)

maturation froide)
® Pseudomonas sp.
® Penicillium roqueforti




ADAMUS; Conclusions

Toutes les données sont acquises

Analyse croisée reste a faire entre :

* Lesdonnées ADN, ARN

* Les données de fabrication

* La composition physico-chimique des fromages
* |a composition physico-chimique des laits

* Les aspects sensoriels des fromages
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