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Objectifs

Mieux comprendre l'incidence de la température de chauffage du caillé sur la
dynamique des especes microbiennes pendant l'affinage et les caractéristiques
sensorielles du fromage pour in fine, mieux maitriser la qualité du produit fini.



Dispositif expérimental - Plan d’expérience

S
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» Un atelier de fabrication N aRANAT o
> Levains identiques /cuve 1' 54i ;ve 1' 57°C
Jour1(lait1) | F1 | F2 F3 VF10 1 F11 F12
> 3 jours consécutifs Jour2(lait2) 1rF4 S F6 'F13 | F14 F15
Jour3(lait3) |7 ! fs F9 'F16 | F17 F18
» Un cycle d’affinage = Dégustation - Dégustation
u RNAseq n RNAseq
" DNAseq (F7) = DNAseq (F16)

18 fromages au total




Dispositif expérimental - Analyse en cinétique de la pate
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Physicochimie / biochimie
Microbiologie (dénombrements)
Dégustations

Affinage

Métatranscriptomique
(RNA seq)

fromage (3 stades)




Résultats -  Analyses physico-chimiques et sensorielles (dégustations)

Fin affinage 8,5 mois
Physico-chimie 20 h

54°C  57°C 24°C 57°C
H 53 53 " AGV totaux ~ 185 H o) ( -
P ' ’ v fotaux mg (correct) AGYV totaux = 110 mg (faible)
ES 633 632 €2 104 mg/100g C2 : 79 mg/100g
G/S 53,1 53,4 / |
Protéolyse : 1141 uM —NH.,/g ESD téol : IM =1090 uM —NH2/g ESD
HFD 553 55,6 \ Y H 2'9 /) _ Protéolyse H 9=>r )
HFD = 52%
NaCl = 0,97 %)
N A A
Note pate : 6,9 - Note godt : 6,8 \*ﬂ Note pate : 7,0 - Note gout : 6,8 \
Ardémes : Ardémes :
. Lac_hgue chauffe | _  Lactigue acidifié, Lactique évolué
 Fruité (abricot confiture miel) . Végétale (dont note verte).
» Torrefie (Noisette/graines), « Gamme du Torréfié présente mais
* Bouillon de legumes moins développée.
* Note soufree. \ * Pointe d’oxydé-vert /




pate — 16S
Apamos Résultats - Abondance des espéces bactériennes majoritaires
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pate - ITS

Apamos Abondance des especes fongiques majoritaires
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pate — 16S

Abamos Incidence de la température de chauffage du caillé
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| pate — 16S
Apamos : Comparaison des niveaux de diversité

ol-diversité (richesse et équitabilité)
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> Pas d'effet de la température de chauffage du caillé > Effet du stade d’affinage sur les indices de richesse et
sur les indices de richesse et d’équitabilité (pate -16S) d’équitabilité (pate -16S)

Remarque : pas d’effet de la température sur les indices de richesse et d’équitabilité (ITS, pate J15 et J100).




Call:
vegan: :adonis (formula = betaDist() ~ stade + temp + stade:temp, data = sample data, permutations = 3999)

Permutation: free
Number of permutations: 9999

Terms added sequentially (first to last)

Df SumsOfSqs MeanSgs F.Model RZ Pr(>F)
stade 4 0.92607 0.23152 20.059 0.40559 0.0001 #**
|temp 1 0.37982 0.37982 32.908 0.16635 0.0001 *** | 17%
stade:temp 4  0.05403 0.01351 1.170 0.02367 0.3158
Residuals 80 0.92334 0.01154 0.40439
Total 89  2.28325 1.00000
Signif. codes: 0 '"#%%! 0, QQ1 '#**!' 0,01 '*' 0.05 '.' 0.1 " ' 1

Mesures de distance de Bray-Curtis,
Multivariate ANOVA (PERMANOVA + Pairwise ADONIS)

> Effet température (17% de la variabilité expliquée) sur les
profils des communautes bactéeriennes de la pate

Remarque : effet de la température (1,6 % de la variabilité expliquée) sur
les profils des communautés fongiques (pate J15 et J100).
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Principal Component Analysis
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B-diversité

‘.""‘ er 49* «
N
----- —— e
[ Cluster_83 ‘//
[ yluste o J
| Cluster i
2 o
Cluster A56
BlustgrA3

clEes

QJuser_1GIUNE

lustr 4 D
Pus = Cluster 175 2

Dim1 (23.5%)

16S

Groups

|4 ] e



pate — 16S
Comparaison des profils des communautés bactériennes
B-diversité

Principal Component Analysis

Call:
vegan::adonis(formula = betaDist() ~ stade + temp + stade:temp, data = sample data, permutations = 9399)

Permutation: free
Number of permutations: 9999

Terms added seguentially (first to last)

Df Sums0fS5qgs MeanSgs F.Model R2 Pr(*F)

lLMe 4 0,92607 0.23152 20,053 0.40555 0.0001 #*** I 41%

temp 1 0.37982 0.37982 32.908 0.16635 0.0001 #*##

stade:temp 4 0.05403 0.01351 1.170 0.02367 0.3158

Residuals 80 0.92334 0.01154 0.40439 Groups
Total 83 2.28325 1.00000 g t;“
. s [+
Signif. codes: 0 !'%&%! p OOl '%%! 0,01 '*!' 0.05 '.' 0.1 ' '1 g E}:

=

|afs5
Mesures de distance de Bray-Curtis, -
Multivariate ANOVA (PERMANOVA + Pairwise ADONIS)

» Effet stade d’affinage (41% de la variabilité expliquée) sur
les profils des communautés bactériennes de la pate

Dim1 (23.5%)

11




pate — 16S
Comparaison des profils des communautés bactériennes
B-diversité

Multidimentional scaling (Bray Curtis/NMDS) - s5

Principal Component Analysis

Samples ordination graphic
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 faible (54°C)

Samples clustering /Jaccard ) " omen

NMDS1

NMDS1

Effet température (37% de la variabilité expliquée) sur les profils des communautés bactériennes de la
pate au stade S5 (fin affinage).
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Analyse différentielle

log2FoldChange
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(faible vs forte avec DeSeq2)
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F— Cluster_59  Streptococcus_thermophilus
eesss——————  Cluster_37 Lactobacillus_helveticus
S Cluster_110 Lactobacillus_delbrueckii <€
) ' Cluster_89  Lactobacillus_group_gallinarum_crispatus
Cluster_76  Lactobacillus_helveticus
Cluster_71  Lactobacillus_delbrueckii @
Cluster_6 Lactococcus_lactis

Cluster_371 Streptococcus_thermophilus
Cluster_283  Streptococcus_thermophilus
Cluster_276 Lactobacillus_kalixensis
Cluster_122 Lactobacillus_group_helveticus
Cluster_175 Lactococcus_lactis

Cluster_237 Lactococcus_lactis

Cluster_592 Lactococcus_lactis

Cluster_382 Lactococcus_lactis

Cluster_19  Lactobacillus_helveticus
Cluster_45  Propionibacterium_freudenreichii
Cluster_62  Lentilactobacillus parabuchneri
Cluster_633 Lentilactobacillus_parabuchneri
Cluster_431 Limosilactobacillus fermentum
Cluster_18  Limosilactobacillus fermentum
Cluster_321 Lactobacillus_helveticus
Cluster_266 Limosilactobacillus_fermentum
Cluster_601 Lactobacillus_helveticus
Cluster_374 Lactobacillus_group_helveticus
Cluster_360 Acinetobacter_gandensis
Cluster_450 Streptococcus_gordonii
Cluster_335 Streptococcus_thermophilus
Cluster_333 Streptococcus_thermophilus
Cluster_391 Streptococcus_thermophilus
Cluster_2 Streptococcus_thermophilus
Cluster_242 Streptococcus_thermophilus
Cluster_190 Streptococcus_thermophilus
Cluster_91  Streptococcus_thermophilus
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pate — 16S

Abondance plus élevée a 57°C

= L actobacillus delbrueckii

Abondance plus élevée a 54°C
» Propionibacterium freudenreichii
= Lentilactobacillus parabuchneri

= Limosilactobacillus fermentum



pate — RNA seq
Etude métatranscriptomique

Les données DNA seq —> sélectionner des génomes de référence afin de réaliser I’étape de mapping des reads RNAseq (alighement
des séquences RNAseq) - 7 especes ciblées.

100% — —

90%

80%
» transcriptome « complet » des espéces

St. thermophilus (J1 a J100) et L. helveticus (J1 a J15)

70%

60%

% 50%
reads 40%
30% » Autres espéces : seuls les genes les plus exprimés sont

20% quantifiables - P. freudenreichii plus actif & 54°C vs 57°C
10%

0%

D1_54°C D1_57°C D15_54°C D15 57°C , D100_54°C  D100_57°C
Jour 1 ' Jour 15 ' Jour 100
B St thermophilus ®Lb helveticus Lb delbrueckii Lc lactis
Li fermentum La paracasei m Pr freudenreichii
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Premieres conclusions

Impact de la température de chauffage du caillé en cuve sur les profils des
communautés microbiennes (pate) et les profils aromatiques des fromages,

Méthodologie d’extraction ARN et les analyses bio-informatiques ont permis d’avoir
des transcrits aux stades d’affinage J1, J15 et J100 d'un fromage a PPC

Impact de la température de chauffage du caillé en cuve sur I'activité de
Propionibacterium freudenreichii

Nécessité de poursuivre l'interprétation biologique des données métatranscriptomiques
(comptages genes sur- ou sous-exprimeés a 57°C vs 54°C pour une méme espece)

enee de votre atfention
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