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ADAMOS :

Savoie — les questionnements

Certaines pratiques d’ensemencement ont
pour objectif de favoriser I’expression des
microflores des laits cru
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Abamos)  Questionnement

Certaines pratiques d’ensemencement ont
pour objectif de favoriser I’expression des
microflores des laits cru

Préparation

d’ensemencements
(o indigénes
x‘
]

ﬁ

La culture traditionnelle de
ferments est complexe et peut
présenter des particularités
selon les ateliers.

( ) Principe : macération de caillette sur

[ recuite puis incubation a 45°C jusqu’a
~ obtention d’une acidité Dornic de 110.

- Role de ferment et de présure



Questionnement

La culture traditionnelle de
ferments est complexe et peut
présenter des particularités

. . ,
Certaines pratiques d’ensemencement ont e e srel e,

pour objectif de favoriser I’expression des
microflores des laits cru

Préparation

Quelle diversité des
ferments traditionnels ?

M
G/

d’ensemencements
- indigenes
-~ Quelle évolution des microbiotes au
x\ N\  coursde la fabrication et de Iaffinage ?
]

3 Quels sont les impacts de la culture
traditionnelle de ferments sur la qualité
organoleptique des fromages ?
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Materiel et méthode



Analyses réalisées

=
Quelle diversité des , Analyses pasteuriennes
R \ ferments traditionnels ? Metabarcoding sur les bactéries (16S)

Quelle évolution des microbiotes au
cours de la fabrication et de I’affinage ?

Z
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Quels sont les impacts de la culture
traditionnelle de ferments sur la qualité
organoleptique des fromages ?

~ Notation par un jury
(note du groupe)

0




Apamos)  plan d’expérience

Préparation

d’ensemencements
indigénes
7 ateliers 6 ateliers
— — .
| laitiers e fermiers
ateliersGa M ateliersNa S

x X

4 suivis 2 suivis

2 suivis x 2 cuves

39 suivis de

fabrication

La culture traditionnelle de
ferments est complexe et peut
présenter des particularités
selon les ateliers.

Per_IOde - du 22 juillet au 1¢" octobre
estivale - en moyenne 33 jours entre
2019 2 suivis (+ 19,5j)



Prélevements et analyses

Travail en
cuve, moulage

&3 6
(o Q-°

Préparation du lait Affinage

I Ferments i . . I R . I a .
Lait cru i traditionnels | Pate 1 jour i Pate 180 jours I Pate 240 jours
I I aprés moulage | aprés moulage | aprés moulage
I I I I
Métabarcoding bactéries (16S)
I I I I
Analyses pasteuriennes
" p " "
39 : Physico-chimie
fabrications !
.. | |
suivies - I .
: Dégustation
1 I
manquants* ateliers |aitierS

* Des difficultés rencontrées pour mettre en place le protocole dans le contexte du confinement (2020)




Résultats

Quelle diversite des

ferments traditionnels ?




ADAMOS"‘ Quelle diversité des ensemencement indigenes ?

Dénombrements de groupes microbiens dans les ferments

Les analyses pasteuriennes permettent de dénombrer certains N =39
groupes microbiens (abondances absolues).

Les ferments traditionnels sont des milieux acides

=
(114°D ; o = 12), sélectifs, qui permettent de favoriser g 7a-
des microflores d’intérét (ex. lactobacilles S Lactobacilles
. o .
thermophiles). % thermophiles
]
£ s0-
k=
@
go
o
o
S
. , . , , . £ Streptocoques
Suite de la présentation : résultats de métabarcoding, avec 3
la détection des microorganismes présents a une échelle g 2.5-
infra-spécifique. g ‘
2




103 especes observées dans I'ensemble des
ferments (29 en moyenne dans un échantillon).

Il existe une variabilité de la composition bactérienne
des ferments, qui ne sont pas tous semblables.

Quels points
communs ?

Quelles
différences ?

Positionnement multidimensionnel non métrique (nMDS) selon les distances de Bray
Curtis entre les compositions bactériennes des échantillons (métabarcoding 16S),
selon les types d’échantillons prélevés (couleur).
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Quelle diversité des ensemencements indigenes ?

Microbiotes bactériens des échantillons collectés (NMDS)
N =167

1 jour

1.0-
180 jours
240 jours Lait
05-
0.0-
Ferments

0 5 -
40-

.l (T 1 é



Quelle diversité des ensemencement indigenes ?

Quels points communs entre les microbiotes Abondances relatives des bactéries* dans les ferments
des ferments ? N =39; *OTU les plus abondantes dans I'ensemble des ferments

especes présentes dans tous les échantillons (sur

103 espéces observées dans I'ensemble des ferments) Espece a laquelle appartient
“le microorganisme* détecté . .

- . T — N . I T e - !

Lactococcus lactis, Lactobacillus delbrueckii, Lactobacillus helveticus et Lactobacillus amylovorus

Streptococcus thermophilus (qui est trés peu présent) ]
Lactobacillus amylovorus

. . . Lactobacillus crispatus
Deux microorganismes ont tendance a étre

prépondérants dans les ferments traditionnels étudiés :
ils appartiennent aux espéces Lactobacillus delbrueckii \ Lactobacillus delbrueckii
et Lactobacillus helveticus.

Lactobacillus delbrueckii

Lactobacillus delbrueckii

Lactobacillus helveticus

Attention : plusieurs microorganismes* Lactobacillus helveticus

peuvent appartenir a la méme espéce mais
avoir des prépondérances différentes dans les
ferments.

Lactobacillus helveticus
Lactobacillus pontis
Pseudomonas putida

Heatmap - Clustering par méthode Ward, sur
matrice de distances de Bray Curtis. Pseudomonas sp.




ADAMOS" Quelle diversité des ensemencement indigenes ?

Quelles différences en termes de composition Abondances relatives des bactéries* dans les ferments
bactérienne selon les groupes de ferments ? N =39 ; *OTU les plus abondantes dans I’ensemble des ferments

... mais les équilibres entre ces deux microorganismes

prépondérants ne sont pas les mémes d’un groupe de Espéce a laquelle appartient

\ “le microorganisme* détecté . ..
ferment a un autre. -
Lactobacillus amylovorus

_ ) Lactobacillus amylovorus
Par ailleurs, les deux ferments du groupe F3, présentent la

particularité que Lactobacillus amylovorus est plus abondant que Lactobacillus crispatus

L. helveticus. Lactobacillus delbrueckii

Lactobacillus delbrueckii

Lactobacillus delbrueckii

Lactobacillus helveticus

Attention : plusieurs microorganismes Lactobacillus helveticus F5 F2 F1 [F3 F6 F4
euvent appartenir a la méme espéce mais . .
i S . . Lactobacillus helveticus
avoir des prépondérances différentes dans les
LS Lactobacillus pontis
Pseudomonas putida
Heatmap - Clustering par méthode Ward, sur # ﬁ
matrice de distances de Bray Curtis. Pseudomonas sp.

Pas le méme nombre d’échantillons selon les groupes



ADAMOS" Quelle diversité des ensemencement indigenes ?

Quelles différences en termes de composition
bactérienne selon les groupes de ferments ?

Des différences existent aussi pour certains

microorganismes minoritaires. Espéce a laquelle appartient

le microorganisme* détecté

Par exemple un microorganisme de I'espece Lactobacillus
rhamnosus est plus abondants dans les ferments du groupe
F4 que dans les autres ferments.

Lactobacillus coryniformis —

=

Lactobacillus delbrueckii—  ——

Lactobacillus helveticus—
Lactobacillus helveticus—

Lactobacillus pontis — e

Lactobacillus rhamnosus—
Lactobacillus coryniformis —

Attention : les microorganismes morts peuvent étre détectés (metabarcoding).
Or, le milieu et les conditions de culture des ensemencements sont tres sélectifs.

F5

e, e, el

F2

F1

F6

Abondances relatives des bactéries* dans les ferments

N =39 ; *OTU les moins abondantes dans I’ensemble des ferments

F4




Est-ce gu’un groupe de ferment donné est
spécifique a un atelier ?

Non.

Les ferments ont des compositions bactériennes
différentes selon les ateliers et parfois méme au sein de
I"atelier.

Chaque groupe de ferments est observé dans au moins 3
ateliers, a I’exception du groupe F3.

Nombre d’échantillons (ferments)
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Quelle diversité des ensemencement indigenes ?

Nombre de ferments dans chaque atelier selon le groupe

auquel ils appartiennent
N =39
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Résultats

Quelle évolution des
microbiotes au cours de

la fabrication et de
I’affinage ?




especes observées dans
229 ©°P

I'ensemble des laits crus (91 en
moyenne dans un échantillon).

Dans les fromages de J1 a J240, on
retrouve la présence d’especes du lait
comme des Lactobacillus, Acinetobacter
johnsonii, Lactococcus lactis,
Ochrobactrum thiophenivorans,
Acinetobacter junii.

Attention : les microorganismes morts peuvent étre
détectés. Or, certains milieu (ferments) et le
processus de fabrication peuvent étre tres sélectifs.
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Quelle évolution des microbiotes au cours de la fabrication ?

Abondances relatives des bactéries* dans les échantillons
N =167 ; *50 espéces les plus abondantes dans I'ensemble des échantillons
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ADAMOS"’ Quelle évolution des microbiotes au cours de la fabrication ?

Quelle évolution de la richesse bactérienne* Richesse bactérienne* selon le groupe de ferments au cours de la
au cours de la fabrication et de 'affinage ? fabrication
N =167
Pates
La richesse bactérienne* semble augmenter puis se Lait cru Ferments g 1 1120 a0

stabiliser de 180 a 240 jours apres moulage.

*Richesse bactérienne en nombre d’OTU

150- . ﬂ N

Richesse bactérienne (nombre d’OTU)
[
|

100- == | ; ] —
50- R
Attention : les microorganismes morts peuvent étre
détectés. Or, certains milieu (ferments) et le Groupes de — 1 F4
processus de fabrication peuvent étre tres sélectifs. ferments =) 1 F5

utilisés E F3 ] F6
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ADAMUS" Quelle évolution des microbiotes au cours de la fabrication ?

Quelle évolution de la diversité bactérienne*® Diversité bactérienne* selon le groupe de ferments au cours de la
au cours de la fabrication et de I'affinage ? fabrication
N =167
Pates
Les laits en Beaufort sont plutdt riches et diversifiés, il Lait cru Eerments - i 1180 PYra—

n’y a pas d’especes beaucoup plus abondante que les
autres.

La diversité bactérienne* semble assez stable d’un
jour apres moulage a 240 jours apres moulage.

e

*Indice de Shannon (OTU)

Indice de diversité de Shannon en OTU
N
[
[
(1 =
. | .
|
L F

Attention : les microorganismes morts peuvent étre
détectés. Or, certains milieu (ferments) et le

Groupes de | F1 - F4
processus de fabrication peuvent étre tres sélectifs.

ferments 1 F2 ~—1 F5
utilisés E F3 - F6




Résultats

Quels sont les liens entres les ferments
cultivés traditionnellement et

la qualiteé

organoleptique des
fromages ?




Quel lien entre la diversité bactérienne des ferments et les qualités
organoleptiques des fromages ?

Les fromages présentent-ils des caractéristiques organoleptiques différentes
selon le groupe du ferment utilisé au moment de la fabrication ?

Oui, légerement.
Groupe de ferments

Les fromages fabriqués avec des F1 F2 F3 F4 FS F6

ferments du groupe F1 ont une diversité

d’ardmes plus importante et moins D,'V%rS“e a c a c G
d’amertume. d’arébmes
Amertume a a g g a

Test du Chi2
@ signifie : plus de bonnes notes que le hasard
@ signifie : plus de mauvaises notes que le hasard
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Quel lien entre la diversité bactérienne des ferments et les qualités

Apamos ; |
organoleptiques des fromages ?
Les fromages présentent-ils des caractéristiques organoleptiques différentes

selon le groupe du ferment utilisé au moment de la fabrication ?
Et selon la

diversité
bactérienne

Groupe de ferments des ferments ?

Oui, légerement.

Les fromages fabriqués avec des F1 F2 F3 F4 FS F6

ferments du groupe F1 ont une diversité

d’ardmes plus importante et moins D,'VejS'te a a a a g
d’amertume. d’aréomes
Amertume a a g g a

Test du Chi2
@ signifie : plus de bonnes notes que le hasard
@ signifie : plus de mauvaises notes que le hasard




ADAMOS Quel lien entre la diversité bactérienne des ferments et les qualités
organoleptiques des fromages ?

La diversité aromatique des fromages peut-
elle étre liée a la diversité bactérienne* des
ferments ?

Diversité d’arbmes dans les fromages selon la diversité

bactérienne* des ferments
N =58

Oui. 10.0 -
Les fromages issus des ferments qui ont des diversités
bactériennes™® plus élevées avaient plus de diversité
aromatique. Diversité
) d’aromes des
*Indice de Shannon fromages
_ H ©
N 15
Est-ce que le lien identifié est H: ©
une relation de cause a effet ?
(de la diversité des ferments sur les
qualités organoleptiques des 40
fromages)
Quel niveau d’activité des I
0.0 05 10 15

) . 0.0
microorganismes ?
isent-ils ?
Que produisent-ils : Test de DUNN

© signifie : valeur recherchée
@ signifie : valeur a éviter

.
n

Nombre d’échantillons
n
()

[
on

Indice de diversité des ferments
(Shannon)




Quel lien entre la diversité bactérienne des ferments et les qualités
organoleptiques des fromages ?

La fermeteé des fromages peut-elle étre liée a Fermeté de la texture des fromages selon la diversité
la diversité bactérienne* des ferments ? bactérienne* des ferments
N =58
Les fromages issus des ferments qui ont des diversités 1004
bactériennes™* plus élevées semblent avoir plus
souvent la fermeté recherchée (note de 2).
*Indice de Shannon " 72 il Fermeté des
c . fromages
2 concernes
E 0
Est-ce que le lien identifié est o o0 K Q
une relation de cause a effet ? g 3
: u-
= 258 I
00- I I
EI'.D EITE 1'13 1!5
TeSt. du. .Chfz , Indice de diversité des ferments
@ signifie : valeur recherchée (Shannon) 7 ateliers

@ signifie : valeur a éviter concernés




Conclusion



Point de vigilance : le milieu et les conditions de
culture sont tres sélectifs et les bactéries mortes 27
peuvent étre détectées (metabarcoding)

ADAMOS" Conclusion

- 103 especes de bactéries dont 4 communes a tous les ferments

- 2 bactéries prépondérantes, dans des proportions variables
appartenant aux espéces Lactobacillus delbrueckii et Lactobacillus helveticus

<

Quelle diversité des ue O Vetie

% ferments traditionnels ? - Des ferments ayant une composition bactérienne différentes selon les
0 ) ateliers et parfois méme au sein de I’atelier.

- 229 especes observées dans les laits crus ;

?/-) Quelle évolution des microbiotes au - A partir des laits, diversifiés, la richesse microbienne
\_> cours de la fabrication et de I'affinage ? augmente puis semble se stabiliser aprés 180j d’affinage ;
- Certaines especes des laits crus sont retrouvés dans les
fromages.

Des liens (corrélations) observés entre :

Quels sont les impacts de la

- La diversité d’arome le groupe de ferment
culture traditionnelle de (établi selon les bactéries présentes et
ferments sur la qualité ’amertume leurs abondances relatives)
organoleptique des fromages ? la diversité bactériennes des ferments

La texture (Shannon)
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