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Contexte et questions 

Contexte 

• Un écosystème fromager 
• Succession de plusieurs espèces au cours de la fabrication 
• Plusieurs métabolismes +/- spécifiques en œuvre 
• En interaction métabolique 
• Qualité du fromage dépend des interactions métaboliques entre espèces 

Questions scientifiques 

• Quelles espèces contribuent à acidifier ? 
• A produire des composés d’arôme ? 
• Selon quelles voies métaboliques ? 
• Avec quelle temporalité ? 
• Quelles interactions métaboliques bactériennes contribuent au 

fonctionnement de l’écosystème fromager ? 
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Stratégie 

Microorganisme Génome (ADN) ARN messager Protéine (enzyme) 

Métabolomique 
Métabolites microbiens 

Quantifier des métabolites  

Métatranscriptomique 
Ensemble d’ARN microbien 

Quantifier le différentiel d’expression 
 entre 2 points de cinétique 

Image du 
métabolisme 

EN CINETIQUE 
pour chaque 

espèce 

Substrat (Sucre) 

Métabolite (Acide) 

Dénombrements 
Ensemble des bactéries revivifiables 

Quantifier les CFU/g Sucres  

Acides 

Composés d’arômes 
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Fabrications fromagères en conditions contrôlées 

Jour J-1 
Préparation du lait 

Jour J 
Transformation du lait 

Jour J+1 
Saumurage 

Jour J+2 
Affinage 

PÂTES PRESSÉES  

NON CUITES 

(D’après doc CNIEL) 

Délactosage 25 % 
25 % lactosérum → eau 

Prématuration 
(18 h – 14 °C)  

+ Ll1206 
+ Lp465 

+ Pf122 

Saumure 
Eau 

Pasteurisation Écrémage Standardisation Inoculation Travaille en cuve Moulage & pressage Saumurage Affinage 

Pasteurisation Écrémage Standardisation Inoculation 
Inoculation 

Emprésurage 
Découpage 

Brassage 
Moulage 
Pressage 

Affinage 

Fromage modèle :   
Pâte pressée non cuite   

à 3 espèces bactériennes 
(sans levure)  

Lactobacillus plantarum CIRM-BIA465 

Propionibacterium freudenreichii CIRM-BIA122 

Lactococcus lactis CIRM-BIA1206 

Cao et al. 2021, J. Agric. Food Chem. 
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Analyses en cinétique 

Saumure 

Lait 
inoculé 

Lait avant 
emprésurage 

Démoulage Après 
Saumurage 

4 semaines 
d’affinage 

7 semaines 
d’affinage 

Moulage 

Prématuration 

Moul 
+2h 

Moul 
+4h 

Préparation  
Transformation 
Affinage 

Linoc Lavemp Moul Demoul AS Aff4sem Aff7sem M+2h M+4h 

Microbiologie Biochimie Bioinformatique Physico-chimie 
Biologie  

moléculaire 
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Matériel et méthodes 

Biochimie 

•Matière azotée : Kjeldhal 

•Sucres & Acides organiques : HPLC 

•Composés volatils : head space + GCMS 

Microbiologie 

•L. lactis : M17 + lactose 

•L. plantarum : MRS pH5.4 

•P. freudenreichii : Yela 

- HPLC : chromatographie liquide haute performance 
- CPG-SM : chromatographie en phase gazeuse couplée à la spectrométrie de masse 

Fromage 

ADNs & ARNs microbiens 

Microorganismes 

Biologie moléculaire 

•ADN : Dneasy Tissue kit 

•ARN : QIAzol + Rneasy mini kit 

•Contrôle qualité : Nanodrop, Qubit, Bioanalyzer 

•Séquençage : Illumina pairé, PacBio 
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Métatranscriptome 
Alignement des reads / génome avec Bowtie 
Comptage des reads avec htseq count 

Annotation automatique de génomes  
Reconstruction de voies métaboliques 

Normalisation avec TMM multi espèces 
Identification des gènes différentiellement exprimés avec EdgeR 
Résultats significatifs p-valeur ajustée < 0,05 

Robinson et al., 2010 
 

Matériel et méthodes 

Bio-informatique 
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Fromages modèles répétables (X4) 

0 1 2 3 4 5 6 7 8 

Affinage (semaine) 

5,0 

5,5 

6,0 

6,5 

7,0 

0 10 20 30 40 50 60 

p
H

 

Transformation (h) 

Std 

Linoc Lavemp Demoul Aff4sem Aff7sem 

Moul 
M+2h 

M+4h 

AS 

Emprésurage à 
pH = 6,5 

pH = 5,2 ± 0.1 

AS 

Prématuration 
(14°C – 18h) 

HFD 62,3 % 
G/S 47,5 % 
NaCl 0,85 g / 100 g 
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Croissance bactérienne lactique et propionique 

5,0 

5,5 

6,0 
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7,0 

7,5 

8,0 

8,5 
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9,5 

10,0 
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lo
g(

U
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/g
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Transformation (h) 

0 1 2 3 4 5 6 7 

Affinage (semaines) 

L. lactis 

L. plantarum 

P. freudenreichii 

Td : temps de 
doublement de la 
population 

Linoc Lavemp Demoul Aff4sem Aff7sem 

Moul 

AS 

UFC : unité formant 
colonie 

Prématuration 
(14°C – 18h) 

AS 

Standard 

12°C saumurage 

ACIDIFICATION 

Cao et al. 2021, J. Agric. Food Chem. 
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Assemblage et annotation de souches isolées 

  

L. lactis 1206 

L. plantarum 465 

P. freudenreichii 

122 

Replicon Seq length % GC CDS tRNA rRNA 

Chromosome     2 365 039    35,34 2417 62 19 

plasmid 1           59 643    34,85 67 0 0 

plasmid 2           36 823    34,41 42 0 0 

plasmid 3             8 277    34,81 12 0 0 

plasmid 4             8 243    30,60 8 0 0 

plasmid 5             4 632    36,25 5 0 0 

plasmid 6             3 597    33,28 2 0 0 

plasmid 7             2 119    34,21 3 0 0 

            

Chromosome     3 121 980    44,72 3016 67 16 

plasmid 1           40 748    39,81 40 0 0 

plasmid 2           30 463    41,80 27 0 0 

plasmid 3             9 152    36,21 13 0 0 

plasmid 4             2 012    37,87 2 0 0 

            

Chromosome     2 688 484    67,21 2589 45 6 

Métatranscriptomique : alignement des séquences d’ARN / génomes 
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Consommation du citrate par Lc. lactis 

Induction logFC X 2-3 
chez L. lactis 

1,3 

0,3 
0,2 

0,0 0,0 
0 

0,2 

0,4 

0,6 

0,8 

1 

1,2 

1,4 

Moul Demoul AS Aff4sem Aff7sem 

Citrate en g/kg 

Garcia-Quintas et al. 2008, AEM 

LLACBIA1206_v1_pc0002 
LLACBIA1206_v1_1007 

citCDEFG 
LLACBIA1206_v1_1311-1316 
 

Moulage > Démoulage 

Moul Demoul 

citP 
LPLABIA1206_v1_pc0002 

Induction logFC X4 
chez L. lactis 
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Consommation du citrate par L. plantarum 

Induction logFC X13-
16 chez L. plantarum 

Compétition 
Redondance fonctionnelle en utilisant la même voie 
chez L. lactis et L. plantarum 

1,3 

0,3 
0,2 

0,0 0,0 
0 

0,2 

0,4 

0,6 

0,8 

1 

1,2 

1,4 

Moul Demoul AS Aff4sem Aff7sem 

Citrate en g/kg 

citMCDEF 
LPLABIA465_v1_0962-0966 

Moulage > Démoulage 

Moul Demoul 
LPLABIA465_v1_0482 

Induction logFC X15 
chez L. plantarum 
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Dégradation du lactose chez L. plantarum 
Voie de Leloir 

Localisation des gènes 
Localisation des gènes 

13 

Moulage > Démoulage 

galRTEK  
Induction logFC  X 5-6 

lacLM 
Induction logFC  X 6-7 

Même voie chez L. lactis qui s’exprime de façon constitutive 

0,8 0,7 
0,4 

0,2 0,2 

Moul Demoul AS Aff4sem Aff7sem 

Galactose 
 

Lactose 
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Dégradation du lactose chez Lc. lactis 
 

Lactose 

Lactose PTS 
permease 
2.7.1.207 

Pentose phosphate 
pathway 

Localisation des 
gènes 

AFF4sem > AFF7sem 

lacXGE 
LLACBIA1206_v1_pa006-008 

Induction logFC X2 
 

LLACBIA1206-v1-pa008 

Compétition 
Redondance fonctionnelle en utilisant des voies différentes 
induite à des temps différents 

Voie du tagatose en accord avec Raynaud et al. 2005  
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Production/dégradation d’acides 
 

15 
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Butanoate 

Propionate 
 

Acétate 
 

Lactate 
 

Acétoine  
 

Pyruvate 

Succinate 
 

Citrate 
 

ACETOINE 
Cao et al. 2021, J. Agric. Food Chem. 
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Production d’acétoine 
 

Modifié d’après Boumerdassi et al. 1997 AEM 

Induction x2-4 logFC chez Lc. lactis et L. plantarum 
entre Moul et Demoul 

Induction *14 logFC chez P. freudenreichii 
entre Moul et Demoul 
 

Partage des tâches 
Redondance fonctionnelle avec induction spécifique 

Acétolactate synthase 

Acétolactate décarboxylase 
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Métabolismes successifs des trois espèces 
 

17 

LL LP 

PF 
V. Wood & Werkmann 

Lactose > acétate 

Lactate > acétate + propionate 

PF 

Lactose > lactate 
V. Leloir 

Acetoïne 

AA branché > isovalérate 

Lactose > lactate 

V. Tagatose + Leloir 
Leloir 

Acétoïne 

LP 
LL 

LL 

PF 

Des bactéries avec l’esprit d’équipe ! 
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Modèle métabolique 

Génome annoté 

Inférence automatique  

+ curation manuelle 

Réseau métabolique  

Modélisation 

Méthodologies :  

- Modélisation qualitative (graphes) 

- Modélisation quantitative (flux) 

 

INPUT 

Molécules  

du lait 

OUTPUT 

Composés 

identifiés en 

métabolomique 

Réseau métabolique 

Thèse INRIA INRAE Maxime Lecomte 
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Métabolisme du carbone des 3 souches 
Thèse INRIA INRAE Maxime Lecomte 

Sous contrainte de biomasse, flux en accord avec  
la transcriptomique et la métabolomique 
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Modèle métabolique à l’échelle de l’écosystème : identification 
d’interactions 
 

Logiciel Smetana 
Zelezniak et al. 2015 PNAS 

Thèse INRIA INRAE Maxime Lecomte 

Identification d’interactions potentielles à valider 
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Acétoïne 

L. lactis 

L. plantarum 

X 1,5 log FC 


