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(57) Abrégé : La présente demande est relative a un nouveau procédé de fabrication de produits laitiers fermentés. Ce nouveau
procédé propose de protéolyser au moins une caséine du lait, a savoir au moins la caséine kappa, a 1’aide d’une enzyme coagulante du
lait, telle que par exemple la chymosine, et de brasser le produit aprés fermentation. Il est particulierement adapté a la fabrication de
produits laitiers fermentés de type yoghourts et laits fermentés, auxquels il confere une texture, et notamment une viscosité améliorée,

sans pour autant induire de synérese.
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Nouveau procédé de fabrication de produits laitiers fermentés

La présente demande de brevet est relative a un nouveau
procede de fabrication de produits laitiers fermentes, et aux nouveaux
produits ainsi obtenus. Ce nouveau procede est plus particulicrement
adapté 2 la fabrication de yoghourts et de laits fermentés.

I1 présente en effet ’avantage d’ameliorer la texture de tels
produits laitiers, et notamment d’en augmenter la viscosite, sans pour
autant induire un phénomene de synerese (exsudation de sérum) qui
serait inacceptable pour un produit laitier fermente de type yoghourt
ou lait fermente. Ce resultat remarquable est, conformément a la
presente invention, obtenu en faisant subir une protéolyse a au moins

une caseine du lait, a savoir au moins la caséine kappa, et en brassant

le produit apres la fermentation.

Pour améliorer la texture de produits laitiers fermentés de type
yoghourt ou lait fermente, on procede actuellement par concentration
du substrat laitier, ou bien par ajout de produits issus du lait, et
notamment par ajout de proteines telles que caséinate, protéines de
lactos€érum, ou par ajout d’agents texturants (€paississants, gélifiants)
tels que amidon, pectine, gelatine.

La proteolyse de cas€ine en genéral, et de cas€ine kappa en
particulier, n’était pas, dans I’art antérieur, un phénomene souhaite
lors de la fabrication de produits laitiers fermentés de type yoghourts
et laits fermentes. En efiet, les enzymes caséinolytiques telles que, par
exemple, celle qui est contenue dans la présure, et qui est utilisée pour

la fabrication des fromages et fromages frais, étaient connues, du fait
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de leur etfet coagulant, pour étre inductrices d’importants phénoménes

de synéerese. Or, s1 la formation de petit-lait et de sérum est recherchée
et necessaire a la fabrication de fromages et de fromages frais
(récupération du caill€), elle n’est par contre pas souhaitable lors de la
tabrication de yoghourts et laits fermentés, car elle conduit 3 une
texture qui n’est pas acceptable pour ce type de produits laitiers
(texture granuleuse, importante exsudation de sérum). C’est pourquoi,
jusqu’alors, on n’utilisait pas d’enzymes caséinolytiques lors de la
tabrication de yoghourts et laits fermentés, et on veillait méme a éviter
que de telles enzymes ne soient présentes ou produites dans le substrat
laitier.

Le procede selon 'invention propose au contraire de produire
des produits laitiers fermentés de type yoghourts et laits fermentés
dans lesquels au moins une caséine du lait, a savoirﬁ\ au moins la
caséine kappa, est protéolysée de maniére signiﬁcative“. La conduite
d’une telle protéolyse lors de la fabrication de produits laitiers
fermentes de type yoghourts et laits fermentés va 3 1’encontre des
préjuges de I’homme du métier.

A titre illustratif, peut par exemple étre cité ’article Schkoda et
al. 2001 (« Influence of the protéin content on Structural
characteristics of stirred fermented wmilky», Milchwissenschaft
56(1) :19-22), qui décrit des essais destinés a évaluer 1’influence de la
teneur en protemnes du lait sur les caractéristiques de structure des
différents produits issus de fermentations lactiques. Pour ce faire, des
fermentations lactiques sont conduites sur du lait nanofiltré, de
maniere a faire varier la teneur en protéines de 3,5 & 7,0% dans un
méme lait. Afin de modéliser une production de yoghourts d’une part,

et une production de fromages frais d’autre part, une partie des essais
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est menee en 1’absence de présure (modélisation de la fabrication des

yoghourts), et I’autre partie en présence de présure a faible dose
(modelisation de la fabrication des fromages frais, avec 0,8ml de
présure P99, 179 IMCU/ml, pour 100kg de lait ou de concentré de lait
a pH 6,4, ce qui correspond en fait & une dose de 0,7 microgramme
d’enzymes actives pour 100kg de lait). Le choix d’une telle
modelisation illustre bien le fait que ’homme du métier n’envisageait
a priori pas d’ajouter de la présure au cours de la fabrication de
produits de type yoghourts. En outre, les résultats rapportés dans cet
article mettent en évidence que si la présure permet, dans le modele
fromages frais (lait nanofiltré + présure), d’augmenter trés 1égerement
la viscosite¢ du produit lorsque le substrat est trés concentré en
protéines (concentration supérieure a 6% ; c¢f. Figure 2 de Schkoda et
al. 2001), elle n’en conduit pas moins a une trés forte diminution de la
capacité a retenir le sérum (cf. Figure 1 de Schkoda et al. 2001). De
tels resultats de synérese, qui plus est associ€s au fait que, pour
tabriquer des yoghourts et laits fermentés, on utilise justement des
substrats laitiers dont la teneur en protéines est inférieure ou égale a
6%, renforcent alors la conviction de ’homme du métier selon
laquelle 11 ne faut pas que les cas€ines soient protéolysées lors de la
fabrication de produits laitiers fermentés de type yoghourts ou laits
fermentés.

La protéolyse du lait €tait donc considérée dans 1’art antérieur
comme une source de problemes technologiques et de défauts dans le
lait et les produits laitiers, tels que la formation d’un caillé fragile
accompagne " de synérese au cours de la fabrication de yoghourts
(Tamine & Robinson 1985, « Yoghurt — Science and Technology »,
Ed. Woodhead Publishing Ltd 1999, ¢f. page 17), et une gélification
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du lait au cours du traitement thermique UHT (Stephaniak & Sorhaug

1995, Thermal denaturation of bacterial enzymes in milk.

International dairy federation bulletin « Heat induced changes in

milk », 1, p. 349-363).

En allant totalement a I’encontre des préjuges techniques de
I’art antérieur, les inventeurs quant a eux proposent, pour fabriquer

des produits laitiers fermentés de type yoghourts et laits fermentes, de

" protéolyser au moins une des caséines naturellement contenues dans le

lait, 4 savoir au moins la caséine kappa, et de brasser le produit obtenu
aprés fermentation. Les inventeurs démontrent en effet que ces
moyens permettent, de fagon surprenante et inattendue, d’ameliorer la
texture, et en particulier d’augmenter la viscosité de yoghourts et laits
fermentés, sans pour autant induire une synérese qui serait

inacceptable pour de tels produits laitiers fermentes.

Dans la présente demande, 11 est donn€ aux termes
« yoghourts » et « laits fermentés » leurs significations usuelles. Plus
particuliérement, ces appellations correspondent a celles definies en
France par le Décret n° 88-1203 du 30 décembre 1988 (publi€¢ au
Journal Officiel de la République Frangaise du 31 décembre 1983). Le
texte de ce Décret est reproduit ci-dessous, en fin de partie descriptive,
a la suite des exemples.

Afin d’obtenir un produit « yoghourt ou lait fermenté » tel que
défini dans ledit Décret francais, et comme, donc, visé dans la
présente demande de brevet, il est notamment rappel€ qu’il ne doit pas
y avoir élimination de sérum et qu’il doit y avoir un traitement
thermique au moins équivalent a la pasteurisation. Un traitement

standard de pasteurisation est par exemple un traitement a 92-95°C
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pendant 5 a 10 min. Du fait de l'application d'un trailitement

thermique gqui est au molns équivalent a la pasteurisation
standard, les protéines sériques du substrat laitier sont

globalement dénaturées (de 25 a 99% d'entre elles, environ).

La présente demande de brevet vise donc un nouveau procédé
de fabrication de prodults laitiers fermentés, et notamment de
voghourts et 1laits fermentés, caractérisé par le fait qu'il

comprend les étapes suilvantes

- l'on soumet un substrat laitier dont la teneur en
protéines est différente de zéro, mais inférieure ou égale
a 6%, a une fermentation lactique et a une kappa caséinolyse de
maniere a atteindre en fin de fermentation lactique un taux de
kappa caseinolyse égal ou supérieur a 20%, préférentiellement
egal ou superieur a 50%, plus préférentiellement égal ou
superieur a 70%, tres préférentiellement égal ou supérieur

a 80%, et par le fait que

- l'on brasse ledit substrat apres fermentation lactiqgue

et traitement kappa caséinolvytique.

Avantageusement, ladite kappa caséinolyse se déroule au
moins partiellement de maniere concomitante a ladite
fermentation lactigque. Comme présenté plus en détail ci-
dessous, ladite enzyme kappa caséinolytique peut étre ajoutée
ou apportee apres ledit traitement thermique (par exemple au
début ou au cours de la fermentation lactique), ou bien avant
ou au démarrage dudit traitement thermique, mais dans ce
dernier cas, 11 faut alors veiller & ne pas induire de

précipitation lors de ce traitement thermique.

L’'1invention a pour objet un procédé de fabrication d’un
produit laitier choisi parmi le groupe constitué par les laits

fermentés et les voghourts, le procédé comprenant :
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l’on soumet un substrat laitier dont la teneur en protéines est
différente de zéro mals inférieure ou égale a 6%, a un
traitement thermigque au moins équivalent a la pasteurisation, a
une fermentation lactique et a une kappa caséinolyse a 1l’aide
5 d'une enzyme cholsie parmli le groupe des enzymes Kkappa
caséinolytiques quli présentent la propriéte de coaguler le
lait, de maniere a atteindre en fin de fermentation lactigue un
taux de kappa caséinolyse égal ou supéerieur a 20%, cette kappa
caséinolyse étant déclenchée entre la collecte du lait et 1la
10 fin de la fermentation lactique, sous réserve que si elle est
déclenchée avant ce traltement thermigque, on veillle alors a ne
pas 1indulre de précipitation lors du traitement thermique, et:
l1’on Dbrasse 1le substrat apres fermentation lactique et

traitement kappa caséinolytique.

15 L’'invention a aussi pour objet l’utilisation d’une enzyme
choisie parmi le groupe des enzymes kappa caséinolytiques qui
présentent la propriété de coaguler 1le lait, pour la
fabrication, par traltement thermigque au molns éqgquivalent a la
pasteurisation, par fermentation lactique et par kappa

20 caséinolyse, d’'un produit laitier brassé choisli parmi le groupe
constitué par les laits fermentés et les yoghourts, cette kappa
casélnolyse étant déclenchée entre la collecte du lait et la
fin de la fermentation lactique, sous réserve gque si1 elle est
déclenchée avant ce traitement thermique, on veille alors a ne

25 pas indulre de précipitation lors du traitement thermique.

L’'invention a également pour objet un produit laitier
brassé choisi parmi le groupe constitué par les laits fermentés
et les yoghourts susceptibles d’étre obtenus a partir d’un lait
pasteurisé a une température comprise entre 92 et 95°C pendant

30 5 a 10 min, ce produilt avant un taux de kappa caséinolyse
supeérieur ou €gal a 20% par rapport a du lait de grand mélange

ecrémé et pré-pasteurisé.
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Par « kappa caséinolyse > ou « traitement kappa
caséinolytique », 11 est 1ci entendu protéolyse de la caséine

kappa. De
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méme, le terme « enzyme kappa casé€inolytique » vise une enzyme

capable de proteolyser la caséine kappa.

Comme le lait contient naturellement de la caséine kappa, et a
naturellement une teneur en protéines différente de zéro, tout type de
substrat laitier est a priori adapté & la mise en ceuvre de la présente
invention. On choisira néanmoins bien entendu un substrat laitier qui,
dans la mesure ou il est destiné a la fabrication de yoghourts et laits
fermentés, présente une teneur en protéines (avant fermentation)
inférieure ou €gale a 6%. Préférenticllement, on choisira un substrat
laitier dont la teneur en protéines est comprise entre 3 et 5% bornes
incluses, plus préférentiellement entre 3,4 et 5%, encore plus
preferentiellement entre 3,6 et 4,8%. Une méthode conventionnelle
pour mesurer la teneur en protéines d’un substrat laitier consiste 3
mesurer la teneur en azote total, et a retrancher la teneur en azote non
protéique en mettant en ceuvre la méthode de Kjeldahl décrite dans
« Science du lait — Principes des techniques laitiéres », quatriéme
edition, 1984, par C. Alais (Ed. SEPAIC), pages 195-196.

Le terme de substrat laitier est ici entendu dans sa signification
usuelle pour la fabrication de produits laitiers fermentés de type
yoghourts et laits fermentés, c’est-a-dire tout type de substrat dont la
composition est adaptée a la mise en ceuvre d’une fermentation
lactique en vue de la fabrication de yoghourts et laits fermentés
adaptés a la consommation humaine. Généralement, le substrat laitier
utilis€ correspond en fait a du lait tel que collecté (par exemple du lait
de vache, de brebis, de chévre) qui, éventuellement, a été pré-

pasteuris€ et/ou écrémé. Le plus généralement, et notamment dans
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I’mndustrie, la composition du lait est en outre « standardisée » par

ajout de produits dérivés du lait tels que poudre de lait écrémé, et/ou
poudres de protéines laitires (caséinates ou WPC), et/ou matiéres
grasses (creme, par exemple). Les substrats laitiers visés pour la
presente invention ont donc en fait le plus généralement une
composition qui correspond soit & celle du lait tel que collecté, soit 3

celle du lait standardisé, et ont pu étre pré-pasteurisés (75°C pendant

20 a 30s) et/ou écrémés.

Le nouveau procéde conforme a I’invention peut &tre mené pour
toute fermentation lactique. Les étapes d’un procédé de fermentation
lactique peuvent €tre classiquement schématisées comme suit

- apres collecte, le lait est généralement pré-pasteurisé a 75°C
pendant 10 a 30 secondes, écrémé et conservé jusqu’a utilisation par
stockage réfrigére,

- le lait ecrémé est standardisé en protéines par des méthodes
connues de I'nomme du métier, notamment par addition de poudre de
lait écrémé, de poudres de protéines laitiéres (caséinates ou WPC) et
eventuellement en matiére grasse (par exemple, de la creme), afin
d’obtenir la composition souhaitée,

- apres rehydratation des poudres sous agitation pendant 30 min
a 1 heure, le mélange laitier ainsi obtenu est soumis a un traitement
thermique de pasteurisation a une température de 92 a 95°C pendant 5
a 10 min puis a une homogénéisation sous pression dite en phase
descendante ; alternativement, 1’homogénéisation peut étre effectuée
avant le traitement thermique, elle est alors dite en phase montante,

- le melange laitier est ensuite refroidi 4 une température

superieure de 1 ou 2 degrés a celle de la fermentation, et est
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ensemence par un ferment lactique ; la fermentation est effectuée

selon des procédures classiques, elle est arrétée & un pH compris entre
4 et 5, de prefeérence entre 4,5 et 4,7.

Lorsque le melange laitier est moculé€ avec un ferment composé
de souches de Lactobacillus bulgaricus et de Streptococcus
thermophilus, le produit est un yoghourt. Lorsque le mélange laitier
est, en outre des souches précédentes, ensemencé avec d'autres
especes de bacteries lactiques mnotamment Bifidobacterium,
Lactobacillus  acidophilus, Lactobacillus casei ou encore

Lactobacillus helveticus, le produit fini est un lait fermenté.

La kappa casemolyse doit étre menée de maniére ménagée,
c’est-a-dire que la reaction primaire de protéolyse ne doit pas consister
a hydrolyser la caséine en ses différents acides amines constitutifs,
mais a hydrolyser la caséine en fragments de la taille du peptide, du
polypeptide ou de la protéine. Ceci n’exclut bien siir pas que ces
fragments pourront, une fois produits par la kappa caséinolyse
menagee, €tre ensuite plus avant modifiés et/ou hydrolysés au cours
du procedée. Initialement, toutefois, la kappa caséinolyse qui est menée
conformément a la présente invention conduit & la libération d’au
moins un fragment peptidique, polypeptidique ou protéique, et non a
un ensemble d’acides amine€s individuels. Pour ce faire, on utilisera,
conformement a la présente invention, un agent kappa caséinolytique
qui présente par ailleurs la propriété de coaguler le lait, c’est-a-dire la
propriete de déstabiliser la micelle, et d’ainsi induire la coagulation du
lait. Une meéthode conventionnelle pour déterminer si un agent
présente la propriété de coaguler le lait est le test de Berridge (Norme

176 :1996 de la Fédération Internationale de Laiterie, 41, square



CA 02475998 2004-08-16

WO 03/070009 PCT/FR03/00151

10

15

20

23

9.
Vergote, B-1040 Bruxelles), ou de Berridge modifié¢ (sans ajout de

CaCl, dans le lait test€).
A titre illustratif, de tels agents libérent généralement, & partir
de la casé€ine kappa, au moins un fragment C-terminal dont la taille est

inférieure ou €gale a 10 kDa, préférentiellement inférieure ou égale a

8 kDa.

Pour realiser une kappa caséinolyse en milieu alimentaire, on
utihise avantageusement une enzyme kappa caséinolytique. Pour
mener une kappa cas€inolyse ménagée, comme ci-dessus indiquée, on
choisira preférentiellement une enzyme kappa caséinolytique qui

presente la propriété de coaguler le lait.

De telles enzymes peuvent étre d’origine variées, par exemple
d’origine animale, microbienne, ou végétale.

L enzyme majoritaire de la présure (présure de veau, de vache,
de porc), a savoir la chymosine, a la propriété avantageuse de
hydrolyser la caséine kappa au niveau de la liaison Phe-Met (résidus
105-106) pour libérer deux fragments polypeptidiques : un peptide C-
terminal de type cas€inomacropeptide (CMP : 7,2 kDa) et une partie
residuelle N-terminale de type para caséine kappa (PCK : 11,8 kDa).
La chymosine, et toute enzyme kappa caséinolytique qui, de maniére
comparable a la chymosine, hydrolyse la caséine kappa au niveau de
la laison Phe-Met (résidus 105-106) ou dans un environnement
proche de cette liaison (par exemple, hydrolyse a I’intérieur de la
region definie par les résidus 95 a 115), libérant ainsi un polypeptide
de type CMP et un polypeptide de type PCK sont des exemples
d’enzymes appropriées avantageuses pour la mise en ceuvre de
"invention. On peut trouver de la présure et de la chymosine auprés

de nombreux fournisseurs, tels que par exemple Chr. Hansen, 2970
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Horsholm, Danemark pour la présure, et DMS Food Specialties 2600

MA Delft, Pays-Bas pour la chymosine (commercialisée sous la
marque Maxiren®).

Il existe des enzymes kappa caséinolytiques équivalentes a la
chymosine, par exemple des enzymes d’origine fongique qui, elles
aussi, hydrolysent la caséine kappa au niveau de la liaison Phe-Met
(résidus 105-106) ou dans un environnement proche (région 95-1135,
par exemple). C’est notamment le cas de la protéase acide de
Rhizomucor miehei plus connue sous la marque Fromase®, disponible
aupres de DSM Foods Specialties (2600 MA Delft, Pays-Bas).

Un autre exemple d’enzyme caséinolytique appropriée
avantageuse est une enzyme d’origine végétale, a savoir la cardosine
extraite du cardon.

De preference, on choisira donc wune enzyme Kkappa
cas€inolytique coagulante qui hydrolyse la caséine kappa au niveau de
la liaison Phe-Met (résidus 105-106), ou dans un environnement

proche tel que la région définie par les résidus 95 a 115.

L’enzyme kappa caséinolytique peut étre apportée sous forme
purifiée, sous la forme d’un extrait biologique contenant une telle

enzyme en melange avec d’autres composés ou d’un extrait protéique

de milieu de culture microbiologique, ou sous la forme d’un
microorganisme producteur d’une telle enzyme. Par exemple, dans le
cas de la chymosine, on peut apporter au substrat laitier cette enzyme
sous forme purifiée, ou bien sous forme d’extrait biologique tel que de
la presure (par exemple, caillette de veau), c’est-a-dire un mélange
non purifi¢ de chymosine et de petites quantités de pepsine. On peut

cgalement obtenir de la chymosine & partir de micro-organismes
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capables de produire ’enzyme du fait de transformations génétiques.

Un exemple de microorganisme modifié par transfection du gene qui
code la chymosine bovine est une levure (Kluveromyces lactis), qui
produit la chymosine commercialisée par DSM Food Specialties
(2600 MA Delft, Pays-Bas) sous la marque Maxiren®. Aspergillus
niger a €galement €t¢ modifie¢ par transfection du geéne codant la
chymosine ; la chymosine produite par ce microorganisme est

commercialisée sous la marque Chy-Max® par Chr. Hansen.

Le choix de I’enzyme kappa caséinolytique et du moment de
son ajout dans le substrat laitier dépendent bien entendu des
conditions de temperature et de pH de ce substrat. On peut en effet
choisir d’ajouter ’enzyme, ou d’en déclencher sa production, a tout
moment du procéde de fabrication entre le moment de la collecte du
lait et la fin de la fermentation lactique, par exemple aprés 1’étape
d’ecrémage et de pré-pasteurisation qui est généralement pratiquée sur
le lait collecté, lors de 1’étape de réfrigération, lors de la
standardisation du lait, ou bien encore aprés la pasteurisation, par
exemple lors du refroidissement, de I’ensemencement des ferments
lactiques, ou au cours de la fermentation lactique. Il faut donc choisir
une enzyme qui est active au pH et a la température auxquels se
trouve alors (et se trouvera) le substrat en question, ou bien choisir le
moment d’addition d’une enzyme donnée en fonction des pH et
temperatures auxquels cette enzyme est active. L’homme du métier
choisira de pretérence, pour un meilleur rendement, des pH et
temperatures qui correspondent aux pH et températures d’activité
optimale de I’enzyme. Lorsque les enzymes sont apportées sous la

torme de microorganismes producteurs d’enzymes, il est bien entendu
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preferable d’ajouter ces microorganismes avant ou lors d’une étape

pendant laquelle le lait est placé sous des conditions, et notamment
des conditions de température et de pH favorables a leur métabolisme,
et en particulier favorables a la production de protéases.

Dans le cas particulier de la chymosine, qui n’est pas
thermoresistante, 1’ajout d’enzyme ou de source d’enzyme, ou le cas
echéant le declenchement de sa production, se fait préférentiellement
apres ’etape de pasteurisation, par exemple en début ou au cours de la
termentation lactique. De maniére avantageuse, la chymosine est
ajoutee (ou le cas échéant, sa production est déclenchée) a la fin de la
phase de latence de la fermentation lactique (le pH est alors compris
entre pH 6,4 et 5,9, préferentiellement il est de 6,3 ; la température est
quant a elle comprise entre 37°C et 43°C). a

S1 on utilise une enzyme thermorésistante (c’est-a-dire une
enzyme qui ne serait que partiellement ou pas du tout inactivée par un
traitement de type pasteurisation a 95°C pendant 5 & 10 min), alors
I’ajout ou le déclenchement de production enzymatique peut se faire
avant pasteurisation, par exemple pendant le stockage réfrigéré du lait

collecte (qui a éte éventuellement écrémé et/ou pré-pasteurisé), ou lors

de la standardisation du lait.

La dose appropriée d’enzymes a ajouter ou, le cas échéant a
faire produire, dépend quant a elle bien entendu de la teneur initiale en

caseine kappa du substrat et de 1’activité de I’enzyme au pH et 2 la

tempéerature choisis.

Conformement a la présente invention, il est nécessaire

d’obtenir un taux de kappa caséinolyse d’au moins 20%. Ce taux de
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20% est un seuil mmimum, mais des taux supérieurs (jusqu’a 100%)

sont préferes. Il doit toutefois etre noté que dans le cas ou la kappa
casemolyse serait effectuée avant pasteurisation, alors il serait
avantageux de se limiter a un taux de kappa caséinolyse mférieur ou
egal a 70% avant pasteurisation, ceci afin d’éviter des phénomenes de

precipitation lors de la pasteurisation.

L’homme du métier saura proceder aux ajustements nécessaires
a chaque cas particulier considéré (pH, température, dose) pour
atteindre le taux de casé€inolyse souhaité. Par exemple, dans le cas de
la chymosine ajoutée a la fin de la phase de latence de la fermentation
lactique, c’est-a-dire a un moment ou le pH n’est que tres faiblement
acide et ou la température ne dépassera plus les 43°C, on pourra
ajouter la chymosine a une dose de 1 a 7 microgrammes,

preférentiellement de 2 a 7 microgrammes d’enzyme active pure par

gramme de caseine kappa contenue dans le substrat laitier.

Pour mesurer le taux de kappa cas€inolyse dans un substrat
laitier, ’homme du meétier dispose de techniques standards, telles que
par exemple la méthode €lectrophoretique décrite par Recio ef al.
1997 (« Application of electrophoresis to the study of proteolysis of
caseins », J. Dairy Res. 64 :221-230). Le taux de kappa caséinolyse
peut ains1 étre €value par mesure de la diminution de la surface du pic
de cas€ine kappa observé apres traitement enzymatique par rapport a
la surtace du pic de cas¢ine kappa observé avant traitement
enzymatique. ]Il est a relever qu’a la fin du procédé selon 1’invention,
on ne retrouve généralement pas tous les fragments de caséine kappa

qui ont €té produits par kappa cas€inolyse ; 1l est probable que ces
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fragments sont en partie utilisés comme nutriments par les ferments

lactiques en croissance. C’est pourquoi 1l est recommandé de suivre la
diminution du pic de caséine kappa, plutdt que ’apparition de
fragments de kappa cas€inolyse (tels que apparition du CMP dans le

cas ou ’enzyme utilisee coupe la casé€ine kappa au niveau de la liaison

Phe-Met - résidus 105-106 -).

En sus de la kappa case€inolyse, le procédé selon I’invention
comprend le brassage du produit fermenté. Ce brassage peut se faire
selon les techniques classiques, telles que le lissage par passage au
travers d’un filtre (« Yoghurt science and Technology », par A.Y.
Tamine et R.K. Robinson, Ed. Woodhead Publishing Ltd. 1999).

Le procede selon I'invention présente 1’avantage de permettre la
fabrication de produits laitiers fermentés de type yoghourts et laits
fermentés dont la texture est améliorée par rapport a des yoghourts et
laits fermentes fabriqués de maniere comparable, mais sans kappa
casé€inolyse a au moins 20% et/ou sans brassage. Il permet notamment
de fabriquer des yoghourts et laits fermentés dont la viscosité
apparente (telle que mesurée a 64s™', 10s et & 10°C sur un viscosimétre
a cylindres co-axiaux) est augmentée de 20% a 70% par rapport aux
yoghourts et laits fermentés témoins. Ce procédé permet donc de
limiter, voire d’éviter, ’ajout d’agents texturants (tels que gélatine,
amidon, pectine) qui est actuellement pratiquée pour conférer la
texture appropriée aux produits de type laits fermentés et yoghourts. Il
permet aussi de limiter la teneur prot€ique du substrat laitier utilisé : le
substrat laitier peut €tre moins concentré en protéines tout en

conservant un reésultat de viscosite apparente correct. Par exemple, les
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inventeurs ont pu mettre en €vidence que, pour atteindre la valeur de

viscosit€ apparente qui est obtenue en Aappliquant le procéde selon
’mvention a un mélange laitier a 4,1% de protéines, il faudrait, en
’absence de traitement kappa caséinolytique, monter la teneur
protéique du substrat laitier a 4,9%. Avec le procédé selon I’invention,
la fabrication de produits laitiers de type yoghourts et laits fermentés

necessite moins d’agents texturants et de protéines pour un résultat

equivalent en terme de texture.

De maniere particuliérement remarquable, le procédé selon
["mvention ne conduit pas a des phénoménes de synérése qui seraient
inacceptables pour un produit de type lait fermenté ou yoghourt.
Ainsi, les inventeurs ont pu constater 1’absence de tout phénoméne de
decantation ou d’exsudation, et ce méme aprés 28 jours de stockage a

10°C. Les produits obtenus présentent et conservent également une

texture parfaitement lisse et homogéne.

La présente demande vise €galement les laits fermentés et
yoghourts susceptibles d’étre obtenus par le procédé selon 1’invention.
Les laits fermentés et yoghourts obtenus par le procédé selon la
presente mmvention sont notamment caractérisés par une teneur en
kappa caséine sensiblement inférieure a la teneur en kappa caséine
normalement observée dans les produits comparables de D’art
antérieur. Lorsqu’ils sont issus de lait ou substrat laitier qui a subi un
traitement thermique au moins équivalent a la pasteurisation standard
(par exemple, 5-10min a 92-95°C), les protéines sériques du produit
fim1 sont globalement dénaturées (de 25 & 99 % de protéines sériques

dénaturées, environ). Plus particuliérement, les yoghourts et laits
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fermentés selon 1’invention sont caractérisés par un taux de kappa

caséinolyse d’au moins 20%, preferentiellement d’au moins 50%, plus
preferentiellement d’au moins 70%, tres préférentiellement d’au
moins 80%. Ce taux de kappa caséinolyse peut étre évalué par
5 ¢lectrophorese capillaire selon la méthode de Recio et al. 1997
(« Application of electrophoresis to the study of proteolysis of
caseins », J. Dairy Res. 64 :221-230), en utilisant le fait que la surface
du pic de cas¢ine kappa diminue au cours de la fabrication des
yoghourts et laits fermentes préparés selon le procédé de l'invention,
10 et en se retérant a un pic etalon, tel que le pic d’un composé de
reference dont la teneur ne varie pas de maniere significative au cours
du procéde. S1 I’enzyme kappa caséinolytique utilisée est la
chymosine, le pic de caséine alpha S1 peut servir de pic étalon. Le

calcul suivant permet donc d'évaluer le taux de kappa caséindlyse d'un

15 lait fermenté préparé selon le procédé de I'invention :
taux (%) de kappa caséinolyse = (1 - ((axe™agst/ agse)/axt)) ¥ 100
avec :
a.. = aire du pic de caséine kappa de 1'échantillon de yoghourt
a, = aire du pic de caseine kappa d'un lait témoin
20 aqse = aire du pic du compose de référence de 'échantillon de

yoghourt (pic de cas€ine alpha S1 dans le cas de la
chymosine)
aqst = aire du pic du composé de référence d'un lait témoin
(pic de caséine alpha S1)
25 On entend par lait témoin, un lait de grand mélange qui a été

ecreme et pre-pasteurise (75°C — 10 a 30s).
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Alternativement, si 1’on détecte dans un yoghourt ou un lait

fermenté la présence significative d’une enzyme Kappa cas€imolytique,
telle que par exemple 1a présence significative de chymosine, on peut
en déduire que ce yoghourt ou lait fermenté est conforme a la présente
invention. Par exemple, la présence significative de chymosine peut
étre déterminée a 1’aide d’anticorps anti-chymosime (Boudjellab N.,
Rolet-Repecaud O. et Collin J.C., 1994, « Detection of residual

chymosine in cheese by enzyme-linked immunosorbent assay», J.
Dairy Research 61 : 101-109).

L’homme du métier trouvera dans 1’ouvrage « Yoghurt —
Science and Technology », 2°™ édition, par A.Y. Tamine et R.K.
Robinson (Woodhead Publishing Ltd), une source d'indications

techniques intéressantes pour la mise en oeuvre de modes de réalisation

de I'invention.

Les. exemples qui suivent sont donneés a fitre purement
ilustratif, et font référence aux figures 1 et 2, qui présentent chacune
les valeurs de viscosité apparente (648'1, 10s, viscosimeftre a cylindres
coaxiaux) mesurées en mPa.s sur les laits fermentés témoins (cing
barres de gauche) et sur les laits fermentés obtenus par traitement
chymosinique conforme a 1’invention (cinq barres de droiie) : pour
chacun des deux groupes de laits fermentes, sont presentées de gauche
3 droite Ies mesures de viscosité apparente faites a JO (mesure de
viscosité apparente faite a 20°C), puis a J1, J7, J14 et J28 (mesure de

viscosité apparente faite a 10°C).
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Exemple 1 :

Du lait de grand meélange issu de la collecte directe chez les
producteurs, prealablement écrémé, pré-pasteurisé et refroidi a 4°C,
est standardisé en protéines (4,3%) et en maticre grasse (3,2%) a 1'aide
de poudre de lait écrémé et de créme. Le substrat laitier ainsi préparé
est soumis a une pasteurisation (95°C-8min), puis a une
homogenéisation. Apres refroidissement a 44°C puis ensemencement
avec un ferment lactique (souches pures de Streptococcus
thermophilus et de Lactobacillus bulgaricus, obtenues auprés de Chr.
Hansen, température de fermentation 43°C, temps de fermentation =
4h30), le substrat laitier est additionné d'une dose de chymosine
Maxiren® a 120 IMCU/g commercialisée par DSM (1 ng de
chymosine pour 100 g de mélange laitier, soit 2,3 pg d'enzyme/ g de
caséine kappa).

Lorsque le pH 4,6 est atteint, le caill¢ est soutiré de la cuve de
fermentation pour subir un lissage par passage au travers d’un filtre, et
le produit brasse est soumis a un refroidissement jusqu’a 20°C, dans
un ¢changeur a plaques, puis conditionné en pots de 125 ml, stocké a

4°C pendant une nuit, puis a 10°C pendant 28 jours.

Les résultats de viscosité apparente (64s”, aprés 10s,
viscosimetre a cylindres coaxiaux) mesurée au cours du stockage
refrigére d'un lait fermenté de type yoghourt, additionné ou non de
chymosine en debut de fermentation sont présentés sur la Figure 1.

Les barres d'erreur représentent les intervalles de confiance a 95%.
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Outre une augmentation importante de sa viscosité par rapport

au temoin, le produit preparé en présence de chymosine ne présente
aucun phénomene d'exsudation et ce, méme aprés 28 jours de
stockage a 10°C. Sa texture en bouche est decrite par les dégustateurs
comme €tant particulierement onctueuse et tapissante. Aucun défaut
de golt n'a éte détecte. La présence de chymosine pendant la

fermentation ne modifie absolument pas la cinétique d'acidification.

Exemple 2 :

Du lait de grand mélange préalablement écrémé et pré-
pasteurisé et refroidi a 4°C, est standardisé en protéines (4,5%) et en
maticre grasse (2,1%) a l'aide de poudre de lait écrémé et de créme. Le
substrat laitier ainsi preépare€ est soumis a une pasteurisation (95°C -
8min), puis a une homogeneisation. Apres refroidissement a 39°C, le
substrat laitier est ensemenceé avec un ferment lactique (souches pures
de Streptococcus thermophilus et de Lactobacillus bulgaricus
obtenues aupres de Chr. Hansen, température de fermentation = 38°C,
temps de fermentation = 7h30). La chymosine (Maxiren® a 120
IMCU/g de chez DSM) est ajoutée en cours de fermentation (pH 6,2)
a raison 1,5 ug de chymosine pour 100 g de mélange laitier soit 3,3 pg
d'enzyme/ g de caséine kappa.

Lorsque le pH 4,6 est atteint, le caille est soutiré de la cuve de
fermentation pour subir un lissage par passage au travers d’un filtre, et
le produit brassé est soumis a un refroidissement jusqu’a 20°C, dans
un €changeur a plaques, puis conditionne en pots de 125 ml, stocké a

4°C pendant une nuit, puis a 10°C pendant 28 jours.
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Les résultats de viscosité apparente (64s”, aprés 10s,

viscosimetre & cylindres coaxiaux) mesurée au cours du stockage
refrigére d'un lait fermenté de type yoghourt, additionné ou non de
chymosine en cours de fermentation (pH = 6,2) sont présentés sur la

Figure 2. Les barres d'erreur représentent les intervalles de confiance a
95%.

De la méme facon que sur l'exemple précédent, le produit
prépare en présence de chymosine ne présente aucun phénomeéne
d'exsudation et ce, méme apres 28 jours de stockage a 10°C. Sa
texture en bouche est décrite par les dégustateurs comme étant
particuliérement onctueuse et tapissante par rapport au témoin. Aucun

défaut de golit n'a été détecté. La présence de chymosine pendant la

fermentation ne modifie pas la cinétique d'acidification.
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Décret n° 88-1203 du 30 décembre 1988

Decret relatif aux laits fermentés et au yaourt ou yoghourt
NOR:ECOC8800150D

Le Premier ministre,

Sur le rapport du ministre d'Etat, ministre de 1'économie, des finances
et du budget, du garde des sceaux, ministre de la justice, du ministre
de l'agriculture et de la forét et du ministre de la solidarité, de la santé
et de la protection sociale, porte-parole du Gouvernement,

Vu la loi du ler aolt 1905 sur les fraudes et falsifications en matiére
de produits ou de services, et notamment son article 11, ensemble le
décret du 22 janvier 1919 modifié pris pour 'application de ladite loi :
Vu la loi du 29 juin 1934 relative 2 la protection des produits laitiers :
Vu la lo1i du 2 juillet 1935 tendant a 1'organisation et & l'assainissement
du marche du lait ;

Vu le décret du 15 avril 1912 modifié portant application de la loi du
ler aouit 19035 susvisée en ce qui concerne les denrées alimentaires ;
Vu le décret du 25 mars 1924 modifié portant application de la loi du
ler aotit 1905 en ce qui concerne le lait et les produits de la laiterie ;
Vu le decret n° 84-1147 du 7 décembre 1984 portant application de la
lo1 du ler aolit 1905 susvisée en ce qui concerne I'étiquetage et la
presentation des denrées alimentaires ;

Le Conseil d'Etat (section des finances) entendu,
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Article 1

La dénomination "lait fermente" est réserveée au produit laitier préparé
avec des laits écrémés ou non ou des laits concentrés ou en poudre
ecremeés ou non, enrichis ou non de constituants du lait, ayant subi un
5 traitement thermique au moins equivalent a la pasteurisation,
ensemences avec des microorganismes appartenant a l'espéce ou aux
especes caracteristiques de chaque produat.
La coagulation des laits fermentes ne doit pas €tre obtenue par d'autres
moyens que ceux qui résultent de l'activité des microorganismes
10  utilises.
La quantité d'acide lactique libre qu'ils contiennent ne doit pas €tre
inferieure a 0,6 gramme pour 100 grammes lors de la vente au
consommateur et la teneur en matiere protéique rapportee a la partie
lactée ne doit pas étre inferieure a celle d'un lait normal.
15 Les laits fermentés doivent €tre maintenus jusqu'a la vente au
consommateur a une temperature susceptible d'éviter leur altération et

qui sera fixée par arrét€¢ conjoint des ministres charges de l'agriculture,

de la sante et de la consommation.

20 Article 2
LLa dénomination "yaourt" ou "yoghourt" est réserveée au lait fermente
obtenu, selon les usages loyaux et constants, par le développement des
seules bacteries lactiques thermophiles spécifiques dites Lactobacillus
bulgaricus et Streptococcus thermophilus, qui doivent &tre
25 ensemenceées simultanément et se trouver vivantes dans le produit fini,

a raison d'au moins 10 millions de bactéries par gramme rapportees a

la partie lactee.
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La quantité d'acide lactique libre contenue dans le yaourt ou yoghourt

ne doit pas €tre mférieure a 0,7 gramme pour 100 grammes lors de la

vente au consommateur.

Article 3

Les laits fermentés peuvent €tre additionneés des produits suivants :
extraits d'aromates, ardmes naturels ainsi que, dans la limite de 30 p.
100 en poids du produit fini, sucres et autres denrées alimentaires
conférant une saveur specifique. --
L'incorporation en tant que produits de substitution de matieres
grasses et proteiques d'origine non laiticre est interdite.

IIs ne doivent subir aucun traitement permettant de soustraire un
¢lement constitutif du lait mis en oeuvre, notamment l'égouttage du
coagulum.

Des arrétés pris dans les formes prévues a I'article ler du décret du 15
avril 1912 susvis¢ fixent la liste et les conditions d'emplo1 des autres

substances et des autres categories d'arOmes autorisées pour la

fabrication et la préparation des produits definis au present décret.

Article 4
Modifie par Decret 97-298 1997-03-27 art. 2 JORF 3 avril 1997.
L'etiquetage des laits fermentés comporte, outre les mentions prévues
par les articles R. 112-6 a R. 112-31 du code de la consommation
SUSVISE :
- en compléement de la dénomination de vente, l'indication de
l'espece animale ou des especes animales dont le lait provient,

des lors qu'il ne s'agit pas de lait de vache ;
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- la mention "conservation a..." suivie de l'indication de la

temperature a respecter ;
- la mention "maigre" faisant suite a la dénomination de vente Si
la teneur en matiere grasse du produit, calculée sur la partie
5 lactée, est inférieure a 1 p. 100 en poids ;
- suivant le cas, la mention "sucré" ou le nom de la matiére
aromatique utilisée si le lait fermenté est sucré ou aromatise ;
- en cas d'adjonction d'un ou plusieurs des ingrédients prévus a
l'article 3, la mention de cet ou de ces ingrédients doit €tre
10 jointe a la dénomination de vente;
L'étiquetage des laits fermentés peut comporter la mention "gras",

accompagnant la dénomination de vente, si la teneur en matiere

grasse, calculée sur la partie lactée, est au moins €gale a 3 p. 100 en

poids.
15
Article 5
La mention "yaourt" ou "yoghourt" ne peut ﬁgurer dans l'étiquetage
dune denrée alimentaire que s1 le produit concern¢ renferme du
"yaourt" ou "yoghourt" conforme a la définition prévue a l'article 2 ci-
20  dessus.

Article 6
Un arrété conjoint des ministres charges de l'agriculture, de la sante et
de la consommation fixe, le cas échéant, la durée pendant laquelle les

25 produits définis au présent décret conservent leurs propriétes

specifiques.
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Article 7

Modifié par Décret 97-298 1997-03-27 art. 2 JORF 3 avril 1997.
Indépendamment des mesures prévues pour la recherche et la
constatation éventuelle des délits de fraude en application des articles
R.215-1 a R. 215-15 du code de la consommation, les caracteristiques
microbidlogiques des laits fermentés et les modalités de contrble de
ces caractéristiques sont fixees par arrété conjoint des ministres

chargés de l'agriculture, de la santé et de la consommation.

Article &8

[*article(s) modificateur(s)*]

Article 9
e ministre d'Etat, ministre de I'économie, des finances et du
budget, le garde des sceaux, ministre de la justice, le ministre de
l'agriculture et de la forét, le ministre de la solidarité, de la santé et de
la protection sociale, porte parole du Gouvernement, et le secretaire
d'Etat auprés du ministre d'Etat, ministre de l'economue, des finances
et du budget, chargé de la consommation, sont charges, chacun en ce

qui le concerne, de l'exécution du present décret, qui sera publi€ au

Journal officiel de la République francaise.




el et PB RTINS . e e . n
03 R e s B B S A al b e wl s emer v e m £ 0TV AR RAR T Y Aea e 1. . e A . s

10

15

20

25

CA 02475998 2009-03-11

11296-232
26

REVENDICATIONS

1. Procédé de fabrication d’un produit laitier choisi
parml le groupe constitué par les laits fermentés et les

voghourts, le procédeée comprenant:

-~ 1l’'’on soumet un substrat laitier dont la teneur en
proteines est différente de zéro mais inférieure ou égale a 6%,

\

a un trailtement thermigque au moins équivalent a la
pasteurilisation, a une fermentation lactique et a une kappa
caséinolyse a l’aide d'une enzyme choisie parmi le groupe des
enzymes kappa caselnolytiques quil présentent la propriété de
coaguler le lait, de maniere a atteindre en fin de fermentation
lactique un taux de kappa caséinolyse égal ou supérieur a 20%,
cette kappa caséinolyse étant déclenchée entre la collecte du

lait et la fin de la fermentation lactique, sous réserve que si

elle est declenchée avant ce traitement thermigue, on veille

alors a ne pas induire de précipitation lors du traitement

thermique, et:

- 1l’on brasse le substrat apres fermentation lactique et

traitement kappa caséinolytique.

2. Procédé selon la revendication 1, ou 1la teneur en

proteines du substrat laitier se situe entre 3 et 5 %, bornes

incluses.

3. Procéde selon la revendication 1 ou 2, ou le taux de

kappa caseinolyse est égal ou supérieur a 50%.

4, Procéde selon 1 ’une gquelcongque des

\

revendications 1 a 3, ou le taux de kappa caséinolyse est égal

ou supérieur a 70%.

5. Proceéde selon la revendication 4, ou le taux de kappa

caseinolyse est égal ou supérieur a 80%.
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6. Procédé selon 1 'une quelcongue des
revendications 1 a 5, ou l’enzyme kappa caséinolyse coagulante
est apportee sous forme purifiée, ou sous forme d'un extrait
biologique ou d'un extrait protéique de milieu de culture

5 microbiologique, ou SOous la forme d’'un microorganisme

producteur d’une telle enzyme.

7 . Procédé selon 1 'une quelcongue des
revendications 1 a 6, ou l’enzyme kappa caséinolyse coagulante
proteolyse la kappa caséine au niveau de 1la liaison Phe-Met

10 (reésidus 105-106).

8 . Procédé selon 1 'une quelconqgue des

revendications 1 a 7, ou l’enzyme kappa caséinolyse coagulante

est la chymosine.

9. Procédé selon la revendication 8, ou la chymosine est

15 apportee au substrat laitier sous forme de présure.

10. Procédé selon 1 'une quelconque des

revendications 1 a 7, ou l’enzyme kappa caséinolyse coagulante

est la protéase acide de Rhizomucor miehei.

11. Procédé selon la revendication 8 ou 9, ou la chymosine
20 est apportée a la fin de la phase de latence de la fermentation

lactique.

12. Utilisation d’une enzyme choisie parmi le groupe des

enzymes kappa caselnolytiques qui présentent la propriété de
coaguler le lait, pour la fabrication, par traitement thermique
25 au molns equivalent a la pasteurisation, par fermentation
lactique et par kappa caséinolyse, d’un produit laitier brassé
cholsi parmi le groupe constitué par les laits fermentés et les
yoghourts, cette kappa caséinolyse étant déclenchée entre 1la
collecte du lait et la fin de la fermentation lactigque, sous

30 reserve que si elle est déclenchée avant ce traitement
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thermique, on vellle alors a ne pas induire de précipitation

lors du traitement thermique.

13. Produit laitier Dbrassé choisi parmi 1le groupe
constitué par les laits fermentés et les yoghourts susceptibles

N\

d’'étre obtenus a partir d’un lait pasteurisé a une température
comprise entre 92 et 95°C pendant 5 a 10 min, ce produit avant
un taux de kappa caséinolyse supérieur ou égal a 20% par

rapport a du lait de grand mélange écrémé et pré-pasteurisé.

14 . Produit laitier Dbrassé choisi parmi 1le groupe

constitue par les laits fermentés et les yoghourts, obtenu par

un procede tel que défini dans 1l’une quelcongue des

revendications 1 a 11.

FETHERSTONHAUGH & Cie
AGENTS DE BREVETS
MONTREAL, CANADA
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