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CONTEXTE SREFLN

Fabrication et Biodiversité bactérienne : Deux exemples

Pate pressée non cuite croiite fleurie
— Ratio Surface/Volume moyen a fort
- Changement de pH faible

- Phénomene anaérobie

- Role important des bactéries lactiques en coaur

Pates molles croites lavées
— Ratio Surface/Volume fort
- Changement de pH éleve
- Phénomene aérobie

- Diversité et role importants de la flore de surface
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CONTEXTE N

Diversité microbienne d’origine multiple :

Pate Molle Crodte Lavée Pate Pressée | :

L7 o Non Cuite
- Flore technologique - Flore technologique
e Bactérie lactique e Bactérie lactique
e Levures e |evures et moisissures
e Bactérie d’affinage e Bactérie d'affinage
— Flore de I'environnement — Flore de I'environnement

(ferme, animaux, lait, air, atelier,...) (ferme, animaux, lait, air, atelier,...)

Présence de bactéries a Gram-négatif : Non inoculées mais souvent
détectées dans les fromages et considérées comme des indicateurs de problemes

d’hygiene

Niveau eleve dans les fromages Niveau moyen dans les fromages
de 108 a 10° ufc /g : Halomonas spp., de 10°a 107 ufc /g: Chryseobacterium
Psychrobacter spp, Hafnia spp.. Alcaligenes,...

(Mounier et al., 2009, 2005) (Delbes et al.; 2007)
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OBJECTIFS

Etudier les capacités d'implantation des bactéries a
Gram negatif sur deux modeles de fromages :

- Pate Pressée Non Cuite (PPNC)

- Pate Molle Crolte Lavee (PMCL)

Evaluer leur impact sur les proprietés sensorielles
des fromages
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Démarche méthodologique TREFL%

Définition de consortia microbiens d’intérét technologique
» fromage modele «pate» (type pate pressée non cuite)
» fromage modele «surface» (type pate molle a crolte lavée)

Choix de 9 bactéries a Gram-négatif, représentatives du groupe
«faible risque»:

Halomonas sp., Psychrobacter celer, Proteus vulgaris,
Pantoea agglomerans, Alcaligenes faecalis, Pseudomonas stutzerti,
Acinetobacter sp., Pseudomonas putida, Hafnia alvei

Evaluation et Impact du facteur « taux d’inoculation » ?

« 102 UFC / g de fromage (contamination) UFC : nombre de bactéries
e 106 UFC / g de fromage (levains)

Caractérisation sensorielle des fromages avec ou sans Gram-:
» Identification et quantification des composés aromatiques
e Evaluation par analyse sensorielle



Matériels et Méthodes TREFL&

7 gam g = - V4 V4 ‘,{4’ -
1-Deéfinition des consortia de reference e RO
PPNC : Pate PMCL : Surface
Streptococcus thermophilus Lactococcus lactis Corynebacterium
Enterococcus faecalis Arthrobacter arilaitensis flavescens

Leuconostoc mesenteroides Corynebacterium casei  corynebacterium
Lactobaci Staphylococcus equorum variabile

10 especes \ @ / 12 especes
Sélection de consortia spécialisés

IEBactéries lactiques B Bactéries d’affinage Levures d’affinage

Staphylococcus xylosus

Les especes et équilibres des populations sont différents dans
la pate et en surface

4 especes de bactéries et 2 de levures sont communes aux
deux consortia de référence



Matériels et Méthodes TREFL%

Co-inoculations du consortium technoloiqé et de
bactéries Gram- en fromage

Bactéries Gram négatif
PPNC : 103 UFC/ml (bactérie) - 102 UFC/ml (levure) 102 - 10 UFC/ml

PMCL: 106 UFC/ml (bactérie) - 104 UFC/ml (V

Ensemencement en lait pasteurisé (fromage modele PPNC)

ou en caillé au lait pasteurisé (fromage modele PM)
v

Fromages modeles
Affinage 28 jours (PPNC)
35 jours (PMCL)

. =

Dynamique des populations
Production des composés d'aromes volatils
Analyse Sensorielle
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Matériels et Méthodes TREFL%

2- Suivi des populations microbiennes de 5 a 35 jours d’affinage

Dénombrement classique sur milieux spécifiques :
Sur BHI Sur YEGC + TTC

et i, S o
3., S, xyfosus . + SQUOYINT
- C. flavescens KL6S,
L. Lactls K. Lactls

(Bactéries d’affinage) (Levures)

3- Analyse des composés d’aromes par Chromatographie en
phase gazeuse couplée a un spectrometre de masse (GC-MS)

4- Analyse sensorielle avec jury entrainé, basee sur des tests
triangulaires, tests de classement, comparés au fromage témoin sans
ajout de bactérie Gram-négatif



Résultats TREFL%

Implantation des 9 bactéries a Gram-négatif

En « Cceur » : modele fromage PPNC
- Bon développement de Hafnia alvei et Proteus vulgaris (10°UFC
a 28J)
- Pas de croissance des 7 autres especes gram négatif

— Impact significatif mais faible des 2 especes Gram- sur les niveaux
de populations (réduction des entérocoques, des bactéries d’affinage
et des levures, mais augmentation des lactobacilles)

En « Surface » modele fromage PMCL
- Role barriere du consortium microbien vis-a-vis des Gram- inoculés
a 102UFC/g
— Fort pouvoir colonisateur et fort impact de Psychrobacter celer
sur les niveaux de populations

- Bon développement de H. alvei et Algaligenes faecalis au cours
des 35 jours d’affinage

— Sous dominance des especes Pantoea agglomerans, Halomonas
Sp.
- Pas de croissance des 4 autres especes Gram-néegatif



Résultats TREFL

Exemplel: Implantation de Psychrobacter cele
dans le modele surface

10 - Distribution des bactéries du consortium avec Psychobacter
D celer ensemencée & 10°UFC/g

Biomasse totale (UFC/g) : 1,16.107 5,18.10" 1,09.10° 2,94.10°
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Biomasse totale d’'un fromage modele surface Distribution des espéces bactériennes présentes

au cours du temps : dans le fromage modele avec ajout de P. celer (108
(T) consortium de référence sans ajout de cfu/qg); (@) C. flavescens; (O0) S. xylosus; () S.
bactérie a gram négatif equorum; () C. casei; () Psychrobacter celer

(T+ D6) consortium de référence avec ajout
de Psychrobacter celer (10° cfu/q)
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Résultats TREFL%

Exemple2: Implantation de Hafnia alvei
dans le modele surface

10 ~ Distribution des bactéries du consortium avec Hafnia
alvei ensemencée a 10°UFC/g

Biomasse totale (UFC/g) : 456.10" 129108 4,35.10° 9,26.10°

Cell counts, log cfu ml-1

—0—T
6 —-@-—T+A6 ]
—@® - Hafnia alvei A6

0 5 10 15 20 25 30 35
Time, d 5 15 25 35

Jour(s) d'affinage

4b

Biomasse totale d'un fromage modeéle surface Distribution des espéces bactériennes présentes

au cours dU_ temps . _ dans le fromage modeéle avec ajout de H.alvei (10°
(T) consortium de refeérence sans ajout de cfu/qg); (@) C. flavescens; (O) S. xylosus; () S.
bacterie a Gram-negatif equorum; (@) C. casei; (W) Hafnia alvei, (m) A.

(T+ A6) consortium de référence avec ajout grilaitensis
de Hafnia alvei (10° cfu/g)
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Résultats TREFL%

Exemple3: Implantation de Hafnia alvei et de
Proteus vulgaris dans le modele pate

2 200 4
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- _ —
x * H. alvei x 20
1 * P. vulgaris o, . o 6 28
Jours d’affinage
0 5 10 15 20 25 30 ® Hafnia alvei
Jours d’affinage OLactobacilles
Croissance de H. alvei et P. 0 Autres LAB
vulgaris des 1 jour dans la pate Distribution des espéces bactériennes
du fromage présentes dans le fromage modéle avec

ajout de H. alvei (103 cfu/qg)
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Résultats BILAN PPNC TREFLI

Bénéfices / risques sur les qualités sensorielles
fromage modele PPNC (Coeur)

Apres Inoculation d'Hafnia alvei, P.vulgaris, Halomonas :

- Faible Impact des especes Gram- sur les niveaux de
populations

- Pas d’effet sur la production de molécules aromatiques
- Pas d’effet sur la couleur et I'odeur

- Texture plus ferme avec H. alvei

- Aucune souche n’est responsable de défauts




Résultats PMCL TREFL&
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Bénéfices / risques sur les qualités sensorielle
fromage modele PMCL (Surface)

Apres Inoculation d’Hafnia alvei et/ou de Psychrobacter celer

Proportions de composés d'aromes produits

Hg/kg de fromages
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Résultats PMCL TREFLS

Pigmentation des fromages modele « surface »
avec ou sans bactéries a Gram négatif

5T  JI3T  J25T  J35T

Consortium témoin sans ajout de bactérie a Gram négatif

J5 A6 J13A6 J26 A6 J35 A6

Consortium témoin avec ajout de Hafnia alvei

\

JS D6 J13D6 J27D6 J35 D6

Consortium témoin avec ajout de Psychrobacter celer




Résultats BILAN PMCL TREFLS SOWE

Bénéfices / risques sur les qualités sensorielles
fromage modele PMCL (Surface)

- Inoculation de P. celer a 10%ufc/g

- Fort colonisateur provoquant une importante réduction de la
biodiversité microbienne du consortium

- Production accrue d’aldéhydes (catabolisme des acides aminés),
cétones (oxydation des acides gras), thioesters

- Inoculation d'H. alvei a 10%ufc/g

- Bonne implantation au début mais sous dominance en milieu et fin
d’affinage : Pas d’effet sur les bactéries d’affinage

- Production accrue de composés soufrés
= Co-inoculation de P. celer et d’'H. alvei

- Maintien de la biodiversité

- Production accrue d’alcools, aldéhydes, composés soufrés (selon la
proportion initiale des deux especes)

Odeur globale intense + Modification de la couleur et
aspect des fromages



Conclusions

Impact sensoriel et écologique de bactéries a Gram-négatif
inoculées dans deux types de fromages : PPNC et PMCL

Dans PPNC :

Aucun déefaut de couleur, d’odeur et d’aspect n’est observé

Sur PMCL:

Impact écologique et sensoriel d’ Hafnia alvei et de Psychrobacter
celer

Aucune bactérie a Gram-négative ensemencée dans
cette etude n’a ete responsable de defauts



