Office de la Proprieté Canadian

Intellectuelle Intellectual Property
du Canada Office

Un organisme An agency of
d'Industrie Canada Industry Canada

CA 2551494 C 2013/06/25

(11)(21) 2 551 494

(12 BREVET CANADIEN
CANADIAN PATENT
13) C

(86) Date de déepot PCT/PCT Filing Date: 2004/12/20

(87) Date publication PCT/PCT Publication Date: 2005/08/04
(45) Date de délivrance/lssue Date: 2013/06/25

(85) Entree phase nationale/National Entry: 2006/06/22

(86) N° demande PCT/PCT Application No.: FR 2004/003309
(87) N° publication PCT/PCT Publication No.: 2005/070221
(30) Priorité/Priority: 2003/12/23 (FR0315243)

51) Cl.Int./Int.Cl. AZ23C 9/723(2006.01),
AZ3C 11/70(2006.01), AZ3L 1/00(2006.01),
AZ3L 1/03(2006.01)

(72) Inventeur/Inventor:
TEISSIER, PHILIPPE, FR

(73) Proprietaire/Owner:
COMPAGNIE GERVAIS DANONE, FR

(74) Agent: GOUDREAU GAGE DUBUC

(54) Titre : PRODUIT ALIMENTAIRE LIQUIDE COMPRENANT DES GRANULES DE BACTERIES LACTIQUES
(54) Title: FOOD PRODUCT CONTAINING LACTIC BACTERIA GRANULES

(57) Abregé/Abstract:

La presente Invention est relative &ocirc; un produit alimentaire liquide et agueux comprenant des particules de bacteries lactiques

déshydratees et enrobees de matiere grasse vegetale.

» . _
‘ l an a dH http:/opic.ge.ca + Ottawa/Gatineau K1A 0C9 - hmp./cipo.ge.ca o p1C
OPIC - CIPO 191

,
L
X
e
e . ViNENEE
L S S \
ity K
.' : - h.l‘s_‘.}:{\: .&. - A L~
.
A

A7 /7]
o~




05/070221 A1 IUIN VO 0 A0 A0 00 0 0

—
e\

O

CA 02551494 2006-06-22

(12) DEMANDE INTERNATIONALE PUBLIEE EN VERTU DU TRAITE DE COOPERATION
EN MATIERE DE BREVETS (PCT)

(19) Organisation Mondiale de la Propriété
Intellectuelle

Bureau international

(43) Date de la publication internationale

4 aout 2005 (04.08.2005)

(51) Classification internationale des brevets’ :
A23C 9/123, A231. 1/03, 1/00, A23C 11/10

(21) Numéro de la demande internationale :
PCT/FR2004/003309

(22) Date de dépot international :
20 décembre 2004 (20.12.2004)

(25) Langue de dépot : francais

(26) Langue de publication : francais

(30) Données relatives a la priorité :

0315243 23 décembre 2003 (23.12.2003) FR

(71) Déposant (pour tous les Etats désignés sauf US) : COM-
PAGNIE GERVAIS DANONE [FR/FR]; 130, Rue Jules
Guesde, F-92302 Levallois Perret (FR).

(72) Inventeur; et

(75) Inventeur/Déposant (pour US seulement) : TEISSIER,
Philippe [FR/FR]; 16 Bis, Rue Suzanne, F-91300 Massy
(FR).

(74) Mandataires : GOULARD, Sophie etc.; Cabinet Ores,
36, rue de St Pétersbourg, F-75008 Paris (FR).

(10) Numéro de publication internationale

WO 2005/070221 Al

(81) Ktats désignés (sauf indication contraire, pour tout titre de
protection nationale disponible) : AE, AG, AL, AM, AT,

AU, AZ,BA, BB, BG, BR, BW, BY, BZ, CA, CH, CN, CO,
CR, CU, CZ, DE, DK, DM, DZ, EC, EE, EG, ES, FI, GB,
GD, GE, GH, GM, HR, HU, ID, IL, IN, IS, JP, KE, KG,
KP, KR, KZ, LC, LK, LR, LS, LT, LU, LV, MA, MD, MG,
MK, MN, MW, MX, MZ, NA, NI, NO, NZ, OM, PG, PH,
PL, PT, RO, RU, SC, SD, SE, SG, SK, SL, SY, TJ, TM, TN,
TR, TT, TZ, UA, UG, US, UZ, VC, VN, YU, ZA, 7ZM, ZW.

KEtats désignés (sauf indication contraire, pour tout titre

de protection régionale disponible) : ARIPO (BW, GH,
GM, KE, LS, MW, MZ, NA, SD, SL, SZ, TZ, UG, ZM,
/W), eurasien (AM, AZ, BY, KG, KZ, MD, RU, TJ, TM),
européen (AT, BE, BG, CH, CY, CZ, DE, DK, EE, ES, FI,
FR, GB, GR, HU, ILE, IS, IT, LT, LU, MC, NL, PL, PT, RO,
SE, SI, SK, TR), OAPI (BF, BJ, CF, CG, CI, CM, GA, GN,
GQ, GW, ML, MR, NE, SN, TD, TG).

(84)

Publiée :

avec rapport de recherche internationale

En ce qui concerne les codes a deux lettres et autres abrévia-

tions, se référer aux "Notes explicatives relatives aux codes et
abréviations" figurant au début de chague numéro ordinaire de

la Gazette du PCT.

(54) Title: FOOD PRODUCT CONTAINING LACTIC BACTERIA GRANULES

(54) Titre : PRODUIT ALIMENTAIRE LIQUIDE COMPRENANT DES GRANULES DE BACTERIES LACTIQUES

(57) Abstract: The invention relates to a liquid and aqueous food product containing dehydrated lactic bacteria granules and coated

with a vegetable fat material.

(57) Abrégé : La présente Invention est relative &ocirc; un produit alimentaire liquide et aqueux comprenant des particules de
bactéries lactiques déshydratées et enrobées de matiere grasse végétale.



10

15

20

30

CA 02551494 2006-06-22
WO 2005/070221 PCT/FR2004/003309

PRODUIT ALIMENTAIRE LIQUIDE COMPRENANT DES GRANULES DE
BACTERIES LACTIQUES

La présente Invention est relative a un produit alimentaire liquide et
aqueux comprenant des particules de bactéries lactiques déshydratées et enrobées de
matiere grasse végétale.

Les probiotiques sont des microorganismes vivants qui améliorent
I’equilibre microbien intestinal. Actuellement, différents microorganismes tels que par
exemple les levures, les bactéries et en particulier les bifidobactéries, les lactobacilles,
les leuconostoques, les pédiocoques et les lactocoques peuvent étre utilisés en tant que
probiotiques, en particulier dans le domaine agro-alimentaire. Dans l’alimentation
humaine. ces microorganismes ou probiotiques sont principalement incorporés dans
des produits laitiers fermentés tels que les yaourts.

[Les microorganismes qui sont incorporés dans les produits
alimentaires subissent un certain nombre d’agressions au cours de leur fabrication, de
leur stockage et de leur utilisation, ce qui conduit a une diminution de leur efficacité
qui est le plus souvent associ€e a un taux de mortalité important.

C’est amns1 que les produits alimentaires disponibles sur le marché
semblent ne pas pouvoir apporter a leurs consommateurs un nombre suffisant de
probiotiques pour permetire d’obtenir un effet santé conséquent, en raison notamment
de leur faible résistance au stockage ou aux différents stress lors de leur mise en
ceuvre dans des produits ou lors de leur consommation (stress gastrique, stress
Intestinal).

Diverses solutions visant a protéger ces microorganismes pour
assurer a la fois leur conservation dans le produit fini et leur efficacité lors de
I''ngestion du produit par le consommateur ont déja été proposées, dont leur mélange
ou leur encapsulation avec des matiéres grasses.

Cest ainsi que la demande de brevet européen EP 1 010 372 décrit
un aliment cuit comprenant a la fois un probiotique et un prébiotique c’est-a-dire un
ingrédient non vivant non digestible qui augmente 'activité de certaines bactéries
dont les bactéries probiotiques dans le colon. Cet aliment est composé d’une partie
grasse non cuite dépourvue d’eau et contenant des bactéries vivantes lyophilisées et

d’une partie cuite constituée par des prébiotiques de type fibres non digestibles. La
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partie grasse renfermant les bactéries lyophilis€es est constituée d’huile de palme,
d’huile de noix de coco, de beurres végétaux de type cacao ou cacahuétes, de
margarines, d’huiles végétales hydrogénées ou partiellement hydrogénées. L.aliment
ains1 obtenu est donc de type biscuit et peut €ire conservé au moins SiX mois a
température ambiante.

La demande internationale WO 99/09839 décrit une composition de
type pate qui comprend une matiere grasse anhydre ou un substitut de matiere grasse
et un probiotique a une concentration allant de 1.10” 4 5.10"" UFC (Unités Formant
Colonies)/g de probiotique. La composition présente une activité en eau (aw)
inférieure a 0,7 et peut €tre utilisée pour la fabrication de produits alimentaires secs de
type biscuits. Cette composition permet de conserver pendant plusieurs mois a
température ambiante un nombre 1mportant et constant de probiotiques ainsi que leurs
propriétes dans le produit fini.

Par ailleurs, la demande internationale WO 01/68808 décrit des
particules de microorganmismes vivants déshydratés et enrobés par une couche
homogene d’une substance hydrophobe choisie parmi les matieres grasses ainsi que
leur procéde de fabrication (granulation) et leur apphlication dans la fabrication de
produts pharmaceutiques, diétetiques ou alimentaires. LLa granulation des bactéries
vivantes permet d’augmenter leur résistance vis-a-vis des stress physico-chimiques
qu’elles subissent au cours de leur granulation et suite a leur ingestion. L utilisation de
ces particules dans le domaine agro-alimentaire est brievement décrite et les produits
alimentaires gqui sont cit€s en exemple sont des céréales, des produits de confiserie ou
du lait en poudre.

Enfin, la demande internationale WO 96/0826]1 décrit une
composition probiotique comprenant un ou plusieurs microorganismes probiotiques
qui peuvent étre utilisés sous forme lyophilisée et un support comprenant de I’amidon
résistant modifié ou non modifié ou leurs melanges, ledit support agissant en tant que
transporteur et en tant que mmbieu de mamtien et de croissance desdits
microorganismes dans le grand intestin et d’autres régions du tractus gastro-intestinal.
Les microorganismes lyophilisés sont mélangés avec une maticre grasse a faible point

de fusion préalablement chaufié¢e puis I’amidon résistant est ajouté a la dispersion
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obtenue. Une telle composition probiotique peut E&tre 1ngérée directement ou
incorporée dans des aliments et des boissons, en particulier des yaourts, des jus, etc.

Outre le choix de la ou des substances qui peuvent étre utilisées a
titre de matieres protectrices, les procédés d’enrobage doivent €¢galement surmonter un
certain nombre de difficultés dont notamment I’'1impératif de concilier des procédeés de
fabrication agressifs avec I’utilisation d’entités biologiques fragiles.

De plus, les microorganismes une fois enrobés doivent €tre résistants
aux conditions de stockage, d utilisation ou de mise en ceuvre dans les produits finis,
tout en étant relargués chez 1’hote au plus tard au miveau du colon. Par exemple, les
probiotiques qui possedent une activité intestinale doivent certes étre protégés tout au
long de leur stockage mais également durant leur trajet gastro-intestinal (résistance a
I’acidité gastrique par exemple), afin d’optimiser leur etficacite lors de leur utilisation.
De plus, lors de leur mise en ceuvre dans le produit et tout au long de leur stockage,
'intégrité des granules doit étre préservée afin d’assurer le maintien du niveau de
survie des bactéries dans les granules.

Ainsi, les différents procédés de protection et notamment
d’encapsulation décrits dans les documents de I’art antérieur cités précédemment sont
particulicrement bien adaptés a l'incorporation de probiotiques dans des produits
alimentaires secs ou présentant une tres faible activite en eau.

Par ailleurs, le brevet américamm US 6,447,823 décnt un yaourt
ligmide contenant des bactéries lactiques encapsulées a I’aide d’un meélange d’huile
durcie et d’amidon, et comportant éventuellement une seconde couche constituée de
gélatine et de pectine. La taille des capsules ainsi obtenues étant relativement
importante (1 a 3 mm), la fabrication de ce type de yaourt nécessite la mise en ccuvre
d’un procédé spécifique d’ajout des capsules dans le produit. En etfet, 1l est nécessaire
de placer les capsules au fond de la bouteille de conditionnement préalablement au
remplissage progressif dudit flacon avec le yaourt liquide qui doit avoir une densité
tres proche de celle des capsules, de facon a ce que ces dernieres se repartissent
uniformément dans le produit. La production d’un te]l produit impose donc une
contrainte 1mportante de fabrication du fait de la taille des particules qui rend

impossible la réalisation d’un mélange dynamique des capsules.
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Ainsi, la dispersion de granules de taille trop importante apparait
difficile et celles-ci s’averent €tre instables dans un environnement aqueux, compte
tenu de leur caractere lipophile. Ainsi, les produits alimentaires trés aqueux ne
constituent pas un miheu 1déal pour assurer la stabilit¢ de granules lipophiles
contenant des ferments.

Par ailleurs, lorsque l'on souhaite incorporer des particules de
bactéries enrobées de matieres grasses végétales dans un produit alimentaire tres
liquide, 11 est impératif que la taille des granules ne soit pas trop importante afin de ne
pas €ire perceptibles en bouche (sensation de gramns de sable sous le palais) pour
pouvoir fournir un produit acceptable d'un point de vue organoleptique. Enfin, compte
tenu de la faible quantité de bactéries contenue dans chaque capsule, la quantité de
capsules a disperser dans le liquide pour fabriquer un produit alimentaire a effet
probiotique serait trop importante et conduirait a 1’obtention d’un produit inacceptable
d’un point de vue organoleptique.

C’est donc afin de remédier a I'ensemble de ces problemes majeurs
que les Inventeurs ont mis au point ce qui fait I’objet de 1’Invention.

Ils se sont notamment donnés pour but de pourvoir a un produit
alimentaire hquide et tres aqueux et renfermant des bactéries lactiques enrobées a
I'aide d’au moins une matiere grasse végétale, dans lequel la survie de ces
probiotiques est significativement augmentée dans le produit fin1 comparé aux
produits actuellement disponibles sur le marche.

La présente Invention a donc pour objet un produit alimentaire
liqmade contenant des particules de bactéries lactiques déshydratées enrobées d’au
moins une matiere grasse vegetale solide a température ambiante, caractérisé par le
fait que lesdites bactéries enrobées se présentent sous la forme de granules de taille
moyenne comprise entre 95 et 300 um renfermant des bactéries lactiques en une
quantité supérieure ou égale a 1.10"° UFC par gramme de granules, que lesdits
granules sont exempts d’amidon, et que ledit produit alimentaire présente un pH
inférieur ou égal a 4,5 et une teneur pondérale en eau d'au moins 83 %.

Les Inventeurs ont en effet mis en évidence que malgré 1’acidité
importante du produit alimentaire conforme a I'Invention, I’enrobage des bactérnies

probiotiques présente 'avantage de maintenir un niveau ¢levé de survie des
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microorganismes incorpores dans les produits et lors de sa consommation chez 1’héte
en les protégeant a la fois de I'humidite¢ et de I'oxygene dans le produit et en
augmentant leur résistance aux sucs gastriques et intestinaux chez 1’hodte tout en
assurant leur relargage au plus tard au niveau du colon. De plus, 1l n’est pas nécessaire
d’incorporer de !'amidon en tant que support nutritionnel pour les bactéries
probiotiques ou en tant que support additionnel permettant d’améliorer la dispersion
de la matiere grasse, contrairement a ce qui est décrit dans I'art antérieur et
notamment dans la demande internationale WO 96/08261.

Enfin, compare¢ au produit ahmentaire décrit dans le brevet
américain n° 6,447,823, 1] n’est pas obligatoirement nécessaire d’adapter la texture du
produit alimentaire en fonction des granules de probiotiques a incorporer et il est
possible de réaliser un mélange dynamique des granules avec le produit, la taille des
oranules permettant une dispersion aisee de celles-ci dans le liqumde, ahin de
conditionner directement le produit final.

Par ailleurs, les Inventeurs se sont apercus que la mise en ceuvre de
granules dont la taille serait supérieure a 300 pm entrainerait des problemes de
dispersion dans le produit alimentaire mais également de perception des granules lors
la consommation du produit fin1 ce qu serait macceptable d'un point de vue
organoleptique. D'autre part, la mise en ceuvre de particules contenant un nombre
important de bactéries lactiques déshydratées tout en ayant un diametre inférieur a 95
um serait difficilement réalisable d'un point de vue techmque.

Selon une forme de réalisation avantageuse de la présente Invention,
la taille moyenne des granules de particules de bactéries lactiques est intérieure a 200
um environ, et de facon plus avantageuse encore, cette taille est comprise entre 150 et
200 pm environ.

Parmi les produits alimentaires liquides conformes a la présente
Invention, on peut notamment citer le lait fermenté, les boissons comme les jus de
fruits, les melanges de lait et de jus de fruits tels que par exemple les produits vendus
sous la marque Danao® et les jus végétaux tels que par exemple le jus de soja et Ie jus
d’avoine.

Les bactéries lactiques utilisées dans le produit alimentaire selon la

présente Invention sont de préférence choisies parmi les lactobacilles et les
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bifidobactéries, au sein desquels Lactobacillus casei, Lactobacillus plantarum,
Bifidobacterium animalis et Bifidobacterium breve sont tout particuliérement préférés.

Selon un mode de réalisation avantageux de la présente Invention,
les bactéries lactiques préférées sont choisies parmi les souches suivantes:
Lactobacillus plantarum déposée le 16 mars 1995 sous le numéro DSM 9843 auprés
de la Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH,
Braunschweig, Allemagne ; Lactobacillus casei déposée le 28 septembre 1994 sous le
numeéro 1-1518, Bifidobacterium animalis déposée le 20 mai 2000 sous numéro 1-2494
et Bifidobacterium breve déposée le 31 mai 1995 sous le numéro I- 2219, ces trois
derniere souches ayant été déposées aupres de la CNCM (Collection Nationale de
Cultures de Microorganismes) tenue par l'Institut Pasteur, 25 rue du Docteur Roux, a
Paris.

Ainsi que cela a été exposé précédemment, une des caractéristiques
du produit conforme a !l'Invention est que les bactéries lactiques utilisées sont
déshydratées préalablement a leur granulation. Les techniques de déshydratation qui
peuvent €tre utilisées a cet effet pour mettre en ceuvre 'invention sont tout a fait
conventionnelles et bien connues de I’art antérieur. Parmi de telles techniques, on peut
notamment citer la déshydratation sur lit d'air fluidisé (LAF) et 1a lyophilisation.

Selon un mode de réalisation particulierement préféré de 1’Invention,
les bactéries lactiques sont déshydratées par lyophilisation préalablement a leur
granulation. Dans ce cas, les bactéries sont préférentiellement traitées a l'aide d'un
agent lyoprotecteur préalablement a leur lyophilisation. Dans ce cas, de tels agents
lyoprotecteurs, sont notamment choisis parmu la maltodextrine, le saccharose,
I'ascorbate de sodium et la poudre de lait.

Selon une forme de réalisation particuliérement préférée de
I'Invention, les bacténies sont déshydratées directement aprés leur croissance dans un
milieu de culture approprié.

La taille moyenne des particules de bactéries déshydratées (avant
leur granulation) est de préférence comprise entre 80 et 150 nm environ. A cet égard,
la taille des particules de bactéries déshydratées peut éventuellement étre ajustée par
exemple par broyage selon les techniques conventionnelles bien connues de 'homme

de l'art.
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Les particules de bactéries déshydratées pouvant étre utilisées dans
le cadre de I'lnvention présentent par ailleurs de préférence une aclivité en eau
inférieure a 0,25 et encore plus préférentiellement comprise entre 0,03 et 0,2.

Le procéd€ de granulation utilisé pour l'enrobage des particules de
bacteries lactiques déshydratées avec la matiere grasse végétale doit 4 la fois permettre
de preparer des granules efficacement protectrices des bactéries a enrober sans
entrainer une dégradation desdites bactéries durant la fabrication des granules.

Ces deux objectifs sont notamment atteints par la mise en ceuvre du
procedé de production tel que décrit dans la demande internationale WO 01/68808.
Les Inventeurs ont en effet découvert de fagon surprenante que ce procédé de
granulation peut €tre utilisé pour la fabrication de granules de bactéries lactiques
deéshydratées, granules qui peuvent ensuite étre utilisées afin de préparer le produit
alimentaire conforme a la présente Invention.

Parmi les matieres grasses végétales pouvant étre utilisées pour
enrober les particules de bactéries déshydratées selon la présente Invention, on peut
notamment citer les corps hydrogénés et non hydrogénés, fractionnés ou non
fractionnés, estérifiés ou non estérifiés, tels que I’huile de palme stéarique de
temperature de fusion (TF) = 35°C, les huiles de palme de TF 45°C et 58°C. le beurre
de cacao, le beurre de cacahuctes, I’huile de palmiste, le coprah hydrogéné de TF =
32°C, les cires alimentaires qui sont des mélanges complexes d’esters d’acides gras et
d’alcools gras a longues chaines telles que la cire de carnauba (TF = 80-85°C), la cire
microcristalline d’origine pétroliere, les acides gras tels que les acides stéarique et
palmitique, et leurs mélanges.

Selon une forme de réalisation préférée de la présente Invention, et
parmi les matieres grasses végétales listées ci-dessus, celles qui possédent un point de
fusion supérieur a 40°C environ sont particuliérement préférées.

Par ailleurs, lorsque lesdites matiéres grasses végétales sont utilisées
en melange, alors ledit mélange comprend de préférence plus de 50 % en poids
d'acides gras satur€s par rapport au poids total des matiéres grasses entrant dans la

composition dudit meélange.
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LLa concentration en bactéries lactiques déshydratées au sein des
granules est de préférence supérieure ou égale a 1.10"° UFC par gramme de granules,
et au maximum de 5.10" UFC par gramme de granules.

L'activité en eau des granules de particules de bactéries lactiques
déshydratées utilisées dans le cadre de la présente Invention est de préférence
inférieure a 0,4 et encore plus préférentiellement comprise entre 0,1 et 0 2.

Selon une forme de réalisation préférée de 1'lnvention, la ou les
matieres grasses représentent de 40 a 75 % en poids environ et encore plus
prétérentiellement 60 % en poids environ, par rapport au poids total des granules. Par
consequent, et a titre d'exemple on peut notamment considérer qu'une granule peut
étre constituce de 60 % en poids environ de matieres grasses végétales et de 40 % en
poids environ de particules de bactéries lactiques déshydratées.

Au sem du produit alimentaire hquide conforme a la présente
Invention, la concentration en bactéries lactiques enrobées est de préférence comprise
entre 5.10° et 5.10° UFC par gramme de produit fini, et encore plus préférentiellement
cette concentration est supérieure ou égale a 1.10" UFC par gramme de produit fini.

Selon un mode de réahisation particulierement préfére de la présente
Invention, le produit alimentaire liquide contient au moins 90 % d’eau. Parmi de tels
produits, et a la différence des produits que 'on qualifie de yaourts car ils renferment
moins de 90 % d'eau, on peut notamment citer les produits fermentés semi-texturés et
les boissons.

La quantit¢ de granules de particules de bactéries lactiques
déshydratées au sein du produit alimentaire liquide conforme a I’Invention est de
preférence mieneure a 2 % en poids environ par rapport au poids total de produit
alimentaire 1im, et encore plus préférentiellement comprise entre 0,01 et 1 % en poids
environ.

La consommation d'un produit alimentaire liquide conforme a la
présente Invention permet d’obtenir un effet probiotique dans la mesure ou la quantité
de bacténies lactiques ingérées et qui se retrouve finalement présentes chez 1’hote est
au moins égale a 3.10° UFC par gramme de produit alimentaire ingéré.

Outre les dispositions qui précedent, I’'Invention comprend encore

d’autres dispositions qui ressortiront de la description qui va suivre, qui se réfere a
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deux exemples de préparation d’un produit alimentaire laitier fermenté, a un exemple
de préparation d’un produil alimentaire de type jus de fruits, a un exemple de
préparation d’un produit alimentaire de type jus végétal, a un exemple de préparation
d’un produit alimentaire de type jus de fruits/jus végétal, et a une étude comparative
de I'effet du pH sur I'évolution d'un lait standard présentant un pH supérieur a 4,5 et
d'un lait fermenté présentant un pH inférieur a 4,5 renfermant tous les deux des
granules de bactéries lactiques, amsi qu'a la figure 1 annexée sur laquelle on peut
observer I'évolution de la quantité de bacténies L. casei en fonction du temps dans
deux laits présentant des pH diftérents (milieu 1 : lait fermenté de pH inférieur a 4,5 et

milieu 2 : lait standard de pH supérieur a 4,5).

EXEMPLE 1 : PREPARATION D’UN PRODUIT LAITIER FERMENTE

s ——————— b _ " o T

CONFORME A L’ INVENTION
1) Préparation de particules de bactéries lactiques déshvdratées

La souche de L. casei 1-1518 a été cultivée pendant 15 heures a une

tempéerature de 37°C sur un milieu de culture de type Man Rogosa Sharpe (MRS)
préalablement a sa lyophilisation pendant 66 heures. Les caractéristiques du
lyophilisat sont les suivantes :
- Humidite : 2 % (mesurée a l'aide d'un dessiccateur de type
Sartorius® commercialisé par la soci€te Sartorius) ;
- Aw : 0,1 mesurée au Novasina® commercialis€ par la société
Novasina ;
- Granulométrie : 80 microns
- Population : 1,7.10"! UFC/g de particules lyophihisees.
2) Préparation des granules de bactéries lactiques déshydratées
Les particules de bactéries lyophilisées amms: obtenues ci-dessus a
I'étape 1) sont ensuite enrobees sur Iit fluidisé dans un mélange 50/50 d’acide
stéarique et palmitique (% p/p) selon le procédé décrit a I'exemple 2 de la demande
internationale WO 01/68808.
Le taux d’enrobage (% de matieres grasses par rapport au poids total
des granules) ¢€tait de 60 %.

Les caractéristiques finales des granules ainsi produites étaient les suivantes :

- Humidaté : 2 %
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- Granulométrie : 200 microns
- Population : 1. 10" UFC/g de granules
[.a population des bactéries lactiques au sein des granules a ¢€t¢€ stable
pendant au moins 3 mois a température ambiante a 1’abr1 de la lumiere et de
I”humidité.
3) Préparation du produit laitier fermenté

Les granules obtenues ci-dessus a I'étape 2) ont été introduites dans

un lait préalablement fermenté par un mélange de Laciobacillus bulgaricus (5 % en
nombre) et de Streptococcus thermophilus (95 % en nombre), a raison de 0,1 % en
poids de granules par gramme de lait. Le produit laitier fermenté ainsi obtenu est
ensuite répartl en pots de 200 ml.

Le produit laitier fermenté a une teneur en protéines de 2,5 % en
poids ce qui lul permet de rester liquide a pH 4,2. La population en L. bulgaricus et en
S. thermophilus est d'environ 1.10° UFC/ml de produit. La concentration en L. casei
sous forme enrobée était de 10° CFU/g de produit laitier fermenté.

La quantité de bacténies L. casei par ml de produit laitier en fonction
du temps a ¢€t¢ déterminée selon une meéthode de numération sur milieu de culture
Oxgall adapté. Cette étude montre que I'€étape de granulation des particules de
bactéries lactique n'a pas eu de conséquence négative sur la survie des bactéries
lactiques dans le produit fim et ce pendant au moins 35 jours.

De la méme facon, les quantités de L. bulgaricus et de S.
thermophilus présentes dans le produit laitier fermenté en fonction du temps ont
egalement ¢té déterminées de facon paraliele. Les résultats obtenus (non représentés)
démontrent que la présence de bactéries L. casei enrobées sous forme de granules de
matieres grasses dans le produit fini n’a pas d’1impact négatif sur les autres populations
de ferments présentes sous forme non enrobée dans ce produit.

Les résultats des tests organoleptiques réalisés avec un panel de 10
dégustateurs montrent par ailleurs que ce produit est jugé tres proche (astringence,
golt sucré, perception des particules, texture, mauvais golt et acidité¢) d'un produit
laitier fermenté comparatif ne faisant pas partie de I'Invention et contenant la méme
quantité de bacténies de L. bulgaricus et de S. thermophilus ainsi que la méme quantité

de L. casei sous forme non enrobée. Par ailleurs, 1l est important de noter que le



10

15

20

25

30

CA 02551494 2006-06-22

WO 2005/070221 PCT/FR2004/003309

11

produit laitier fermenté conforme a I'Invention n'a développé aucun mauvais gout
jusqu’a la fin de la DLC (date limite de consommation) du produit ce qui prouve que
les matieres grasses utilisées pour la preparation des granules n'ont subi1 aucune

oxydation (pas de rancissement).
EXEMPLE 2 : PREPARATION D’UN_PRODUIT ALIMENTAIRE
CONFORME A L’ INVENTION : LAIT FERMENTE

1 % en poids de granules de L. casei fabriquées selon ’exemple 1 ci-
dessus a été introduit dans un lait brass¢ préalablement fermenté pendant 10 heures a
37°C par les souches L. bulgaricus, S. thermophilus et L. casei (sous forme non
enrobee).

Le lait fermenté a ensuite €té réparti en pots de 200 ml.

La population en L. bulgaricus, S. thermophilus et L. casei (sous
forme non enrobée) est supérieure a 1.10" UFC/ml de produit.

La quantité mesurée de L. casei sous forme de granules €tait de 107
CFU/g de produit fini.

Une étude de 1'évolution de la quantité de bactéries L. casei par ml
de produit fim1 en fonction du temps a ensuite €té€ réalisée. Les résultats obtenus (non
représentés) montrent que l'étape de granulation ne diminue pas la survie des bactéries
lactiques dans le produit fini pendant au moins 335 jours.

De plus, une étude similaire réalis€e sur les populations de bactéries
L. bulgaricus, S. Thermophilus, L. casei (sous forme non enrobée) démontre que la
présence de bactéries L. casei enrob€es n’a pas d’impact négatif sur les autres
populations de ferments présentes dans le produit fini.

Tout comme a l'exemple 1, les résultats des tests organoleptiques
réalisés avec un panel de 10 dégustateurs montrent par ailleurs que le produit
conforme a I'Invention a été jugé tres proche (mémes criteres que dans I'exemple 1 ci-
dessus) du produit comparatif de référence, c'est-a-dire en tout point identique au
produit conforme a l'Invention a la différence pres quil ne comportait que des
bactéries sous forme non enrobée. Enfin, et tout comme a l'exemple 1 ci-dessus, le

produit conforme a I'Invention n'a développé aucun mauvais goQit jusqu’a la fin de la

DLC.



10

15

20

30

CA 02551494 2006-06-22

WO 2005/070221 PCT/FR2004/003309

12

EXEMPLE 3 : PREPARATION D’UN _PRODUIT ALIMENTAIRE
CONFORME A L’INVENTION : JUS DE FRUITS

Des granules de L. casei fabriquées selon I'exemple 1 ci-dessus sont
introduites a raison de 0,1 % en poids par hitre de jus d'orange a pH 3,5 (pur jus
d’orange) pour conduire a un jus de fruit renfermant 10° CFU de L. casei enrobés par
oramme de jus de fruit.

L"étude de la I'évolution de la quantité¢ de L. casei par ml de produit
fin1 en fonction du temps montre que la granulation des bactéries lactiques ne diminue
pas leur survie dans le produit fini pendant au moins 30 jours.

Les résultats des tests organoleptiques réalisés par un panel de 10
dégustateurs montrent par ailleurs que le jus de fruit conforme a I'Invention est tres
proche (présence de faux goit, golt sucre, texture et acidité¢) d'un jus de fruit standard
comparatif renfermant la méme quantit¢ de bactéries lactiques sous forme non
enrobée. Enfin, le jus de fruil conforme a I'Invention n'a développ€ aucun mauvais
golit jusqu’a la fin de la DLC, ce qui mmdique que les matieres grasses utilisées pour
I'enrobage des bactéries ne subissent aucun rancissement.

EXEMPLE 4 : PREPARATION D’UN_PRODUIT ALIMENTAIRE
CONFORME A L’INVENTION : MELANGE DE JUS DE FRUITS ET DE JUS
VEGETAL

On introduit 0,1 % de granules de L. casei telles que préparées ci-
dessus a I’exemple 1 dans un produit liquide fermenteé composé de 89,9 % de pur jus
d’orange et de 10,1 % de jus de soja fermenté par L. bulgaricus et, S. Thermophilus.

La concentration de particules de bactéries lactiques enrobées était
de 10® CFU/g dans le produit fini.

L’étude de I'évolution de la quantité¢ de bactéries par mi de produit
fini en fonction du temps a montré (résultats non représentés) que I'étape de
eranulation des bactéries ne diminue pas leur survie dans le produit fim pendant au
moins 30 jours.

Les résultats des tests organoleptiques réalisés avec un panel de 10
dégustateurs ont par ailleurs montré que le produit a €t€ jugé tres proche (présence de
mauvais gout, texture, perception des particules, acidité¢ et astringence) d'un jus

fermenté comparatif standard renfermant la méme quantité de bactéries L. casei sous
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forme non enrobée et qu’il ne développe pas de mauvais goiit jusqu’a la fin de la
DLC.

Des résultats 1dentiques ont été obtenus en associant du jus d’avoine
fermenté ou du lait fermenté a des jus de fruits.
EXEMPLE 5 : ETUDE COMPARATIVE DE L'EFFET DU pH
INTRODUCTION DE GRANULES DE BACTERIES DANS UN LAIT
STANDARD ET DANS UN LAIT FERMENTE

Des granules de bactéries lactiques L. casei a 1.10"' CFU/g de
oranules, telles que préparées a lI'exemple 1 ci-dessus, ont été introduites dans deux
milieux de pH diftérent, a savoir un lait préalablement fermenté par L. bulgaricus, S.

Thermophilus (Milieu 1) et un lait standard non fermenté (Milieu 2), a raison de 1 %

en poids.
Le pH du milieu 1 était de 4,5 et celu1 du milieu 2 était de 6,5.
Les milieux 1 et 2 ont ensuite ét€ répartis en pots stériles de 200 ml.
La quantité de bactéries lactiques enrobées était de 10° CFU/g dans
chaque pot.

L’étude de I'évolution de la quantité de bactéries par ml de produit
fin1 en fonction du temps est représentée sur la figure 1 annexée sur laquelle la
concentration en L. casei exprimée en UFC/ml de lait pour chacun des deux milieux
(milieu 1 : carrés pleins, milieu 2 : carrés vides) en fonction du temps en jours montre
que le produit correspondant au milieu 2 évolue différemment de celu correspondant
au milieu 1. On constate notamment une diminution tres importante et tres rapide de la
quantite de bactéries lactiques L. casei dans le milieu 2 alors que cette quantité reste
constante dans le milieu 1 conforme a I'Invention.

Par ailleurs, au bout de 12 jours de conservation a une température
de 12°C, le produit correspondant au milieu 2 commence a fermenter et a gonfler en
raison du développement d’une flore hétérogene dans le lait.

Par contre, aucune fermentation ne survient dans le produit
correspondant au milieu 1 conforme a l'Invention, c'est-a-dire présentant un pH
inférieur a 4,5.

Par ailleurs, les résultats des tests organoleptiques réalisés avec un

pane de 10 degustateurs ont montre que le produit correspondant au milieu 1 est tres
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proche (astringence, gott sucré, perception des particules, texture, mauvais gott et
acidité¢) d'un produit comparatif standard a base de lait fermenté et renfermant Ia
méme quantité de bactéries L. casei que dans le produit préparé avec le milieu 1 mazis
sous forme non enrobée et qu’il ne développe pas de mauvais gotit jusqu’a la fin de la
DLC du produat.

En revanche, le produit correspondant au milieu 2 s’est avére €tre
non consommable en raison du développement d'une flore de surface au bout de 21

jours ayant entrainé un gonflement du pot. L'examen visuel révele un produit tres

déphasé et d'aspect rédhibitoire.

Par conséquent, 'ensemble de ces resultats montre non seulement que
des conditions de pH inférieures a 4,5 ne nuisent pas a la conservation des granules de
bactéries lactiques dans un produit fini mais qu'au contraire ces conditions de pH sont

nécessaires a la bonne conservation du produit jusqu'a la fin de sa DLC.
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REVENDICATIONS

1. Produit alimentaire liquide contenant des particules de bactéries
lactiques déshydratées enrobées d'au moins une matiére grasse végétale solide a
tempé€rature ambiante, dans lequel lesdites bactéries enrobées se présentent sous la
forme de granules de taille moyenne comprise entre 95 et 300 um renfermant des
bactéries lactiques en une quantité supérieure ou égale a 1.10'° UFC par gramme de
granules, lesdits granules sont exempts d'amidon, et ledit produit alimentaire présente
un pH inférieur ou égal a 4,5 et une teneur pondérale en eau d'au moins 83 %.

2. Produit alimentaire selon la revendication 1, dans lequel la taille
moyenne des granules de particules de bactéries lactiques est inférieure a 200 pm.

3. Produit alimentaire selon la revendication 1 ou 2, dans lequel la
taille moyenne des granules de particules de bactéries lactiques est comprise entre 150
et 200 um.

4, Produit alimentaire selon 1'une quelconque des revendications 1 a
3, ledit produit alimentaire se présentant sous la forme d'un lait fermenté ou d'une
boisson.

. Produit alimentaire selon la revendication 4, dans lequel la
boisson est un jus de fruits, un mélange de lait et de jus de fruit, ou un jus végétal.

6. Produit alimentaire selon 'une quelconque des revendications 1 a
5, dans lequel les bactéries lactiques sont des lactobacilles ou des bifidobactéries.

7. Produit alimentaire selon la revendication 6, dans lequel les

bactéries lactiques sont Lactobacillus casei, Lactobacillus plantarum, Bilidobacterium

animalis ou Bifidobacteriuni breve.

8. Produit alimentaire selon la revendication 7, dans lequel la
bactérie lactique est un Lactobacillus casei 1-1518.

9. Produit alimentaire selon I'une quelconque des revendications 1 a
8, dans lequel les bactéries lactiques sont déshydratées par lyophilisation
préaiablement a leur granulation.

10.  Produit alimentaire selon la revendication 9, dans lequel les
bactéries sont traitées a l'aide d'un agent lyoprotecteur préalablement a leur
lyophilisation.

11.  Produit alimentaire selon 'une quelconque des revendications 1 a



CA 02551494 2012-07-09

16

10, dans lequel les particules de bactéries déshydratées présentent une taille moyenne
comprise entre 80 et 150 pum.

12.  Produit alimentaire selon I'une quelconque des revendications 1 a
11, dans lequel les particules de bactéries déshydratées présentent une activité en eau
inférieure a 0,25.

13.  Produit alimentaire selon I'une quelconque des revendications 1 a
12, dans lequel les matiéres grasses végétales utilisées pour enrober les particules de
bactéries déshydratées sont des corps hydrogénés ou non hydrogénés, fractionnés ou
non fractionnés, estérifiés ou non estérifiés, des cires alimentaires, des acides gras, ou
leurs mélanges.

14.  Produit alimentaire selon la revendication 13, dans lequel la
matiére grasse végétale est I'huile de palme stéarique de température de fusion (TF) =
35°C, une huile de palme de TF 45°C et 58°C, le beurre de cacao, le beurre de
cacahueétes, I'huile de palmiste, le coprah hydrogéné de TF = 32°C, la cire de carnauba
de TF = 80-85°C, la cire microcristalline d'origine pétroliére, l'acide stéarique, l'acide
palmitique, ou un mélange de ceux-ci.

3. Produit alimentaire selon la revendication 14, dans lequel les
matiéres grasses végétales utilisées pour enrober les particules de bactéries
déshydratées possedent un point de fusion supérieur a 40°C.

16.  Produit alimentaire selon I'une quelconque des revendications 1 a
15, dans lequel la concentration en bactéries lactiques déshydratées au sein des
granules est supérieure ou €gale a 1.10" UFC par gramme de granules, et au
maximum de 5.10'' UFC par gramme de granules.

17.  Produit alimentaire selon 'une quelconque des revendications 1 a

16, dans lequel lesdites granules possedent une activité¢ en eau intérieure a 0,4.

18.  Produit alimentaire selon I'une quelconque des revendications 1 a
17, dans lequel la ou les matiéres grasses représentent de 40 a 75 % en poids par
rapport au poids total des granules.

19.  Produit alimentaire selon l'une quelconque des revendications 1 a
18, dans lequel la concentration en bactéries lactiques enrobées est comprise entre
5.10° et 5.10° UFC par gramme de produit fini.

20.  Produit alimentaire selon 1'une quelconque des revendications 1 a

19, ledit produit alimentaire contenant au moins 90 % d'eau.
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21.  Produit alimentaire selon l'une quelconque des revendications 1 a
20, dans lequel la quantité de granules de particules de bactéries lactiques déshydratées
est inférieure a 2 % en poids par rapport au poids total de produit fini.

22. Produit alimentaire selon la revendication 21, dans lequel la
quantité de granules de particules de bactéries lactiques déshydratées est comprise

entre 0,01 et 1 % en poids par rapport au poids total de produit fini.
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