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Nouveau procédé de fabrication de produits laitiers fermentés

mettant en ceuvre des enzymes d’origine bactérienne

La présente demande de brevet est relative a un nouveau
procédé de fabrication de produits laitiers fermentés qui met en ceuvre
des enzymes d’origine bactérienne, et notamment des enzymes
originaires de bactéries qui jusqu’alors étaient considérées comme
contaminantes du lait, ainsi qu’aux nouveaux produits laitiers ainsi
obtenus. Ce nouveau procédé est plus particulicrement adapté a la

fabrication de yoghourts et de laits fermentés.

Il présente en effet I’avantage d’améliorer la texture de tels
produits laitiers, et notamment d’en améliorer la viscosité, sans pour
autant induire un phénomeéne de synérése (exsudation de sérum) qui
serait inacceptable pour un produit laitier de type yoghourt ou lait
fermenté. Les analyses sensorielles réalisées par les inventeurs n’ont
en outre pas révélé de mauvais gofit dans les yoghourts et laits
fermentés fabriqués conformément a la présente invention. Ce résultat
remarquable est, conformément a la présente invention, obtenu en
protéolysant au moins une caséine du lait, a savoir au moins la caseine
kappa, et en brassant le produit aprés la fermentation. Plus
particulicrement, conformément & la présente invention, cette
caséinolyse est menée & I'aide d’enzymes kappa caséinolytiques
d’origine bactérienne, et plus particulierement a ’aide d’enzymes
kappa caséinolytiques originaires de bactéries qui étaient jusqu’alors

considérées comme contaminantes du lait, telles que les bactéries
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psychrotrophes  protéolytiques et des  bactéries lactiques
protéolytiques, et préférentiellement des enzymes thermorésistantes
originaires de telles bactéries.

Par bactérie ou plus généralement micro-organisme
« psychrotrophe », il est entendu dans la présente demande un
microorganisme qui est capable de croitre a 7°C ou moins,
indépendamment de sa température optimale de croissance. Cette
définition est celle de la Fédération Internationale de Laiterie (FIL).

Par enzyme « thermorésistante », il est entendu dans la présente
demande une enzyme qui a conservé une activité kappa caséinolytique
détectable aprés avoir subi un traitement thermique de type

pasteurisation (95°C pendant au moins 5 min).

Pour améliorer la texture de produits laitiers fermentés de type
yoghourt ou lait fermenté, on procéde actuellement par concentration
du substrat laitier, ou bien par ajout de produits issus du lait, et
notamment par ajout de protéines telles que caséinate, protéines de
lactosérum, ou par ajout d’agents texturants (épaississants, gélifiants)

tels que amidon, pectine, gelatine.

La protéolyse de caséine en général, et de caséine kappa en
particulier, n’était pas, dans ’art antérieur, un phénomene souhaité
lors de la fabrication de produits laitiers fermentés de type yoghourts
et laits fermentés. En effet, 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

de leur effet coagulant, pour &tre inductrices d’importants phénomenes
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de synérése. Or, si la formation de petit-lait et de sérum est recherchée
et nécessaire a4 la fabrication de fromages et de fromages frais
(récupération du caillé), elle n’est par contre pas souhaitable lors de la
fabrication de yoghourts et laits fermentés, car elle conduit a 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
fabrication 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 développement de microorganismes contaminants, tels que
les bactéries psychrotrophes et les bactéries lactiques, n’était par
ailleurs pas non plus un phénomeéne recherché lors de la fabrication de
produits laitiers en général, et de yoghourts et laits fermentés en
particulier.

Les bactéries lactiques, ¢’est-a-dire ’ensemble des bactéries qui
produisent de P’acide lactique & partir de sucres, et plus
particuliérement a partir de lactose, sont des bactéries ubiquitaires qui
contaminent le lait au moment de la collecte, et qui, si on les laisse se
multiplier, font cailler le lait. C’est pourquoi ont été mis en place
depuis de nombreuses années des systemes permettant de réfrigérer le
lait dés le lieu de collecte (stockage usuel & 4°C a la ferme), et une
pré-pasteurisation du lait dés son arrivée a 1’usine, afin d’ainsi éviter
que le lait ne caille avant qu’il ne soit transformé en produit laitier de

qualité alimentaire.
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Les bactéries psychrotrophes sont également des bactéries
ubiquitaires. On les trouve notamment & la surface de la mamelle, ou
elles représentent 95% de la flore totale (3% d’entre elles étant des
Pseudomonas). Le contact du lait avec de telles sources peut alors
conduire 4 une contamination par les bactéries psychrotrophes. La
phase critique de contamination du lait se situe donc le plus souvent
au moment de la traite automatisée. Or, lors du stockage réfrigéré qui
est pratiqué pour éviter notamment le développement de bactéries
lactiques, les bactéries psychrotrophes se trouvent, quant a elles, dans
des conditions favorables 4 leur développement. C’est par exemple le
cas des Pseudomonas, qui présentent dans du lait & 4°C un temps de
génération de 6 & 8 heures. Au cours de leur croissance, ces bactéries
synthétisent des lipases et protéases thermorésistantes qui sont
connues pour étre a ’origine d’altérations du lait et des produits
laitiers. De tels micro-organismes étaient donc considérés comme
constituant une contamination microbiologique classique du lait, qu’il

était nécessaire d’éviter.

Ainsi, Gassem et Franck 1991 (« Physical properties of yogurt
made from milk treated with proteolytic enzymes », J. Dairy Sci.
74:1503-1511) décrivent des essais effectués en présence de protéases
partiellement purifiées 4 partir de bactéries psychrotrophes (dose de
200 mg/litre), et rapportent que les yoghourts ainsi fabriqués
présentent une viscosité apparente et une fermeté plus forte que les
yoghourts témoins, mais qu’ils présentent une plus forte synérese. Les
auteurs concluent en conseillant de limiter au maximum les activités

protéolytiques lors de la fabrication des yoghourts.
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Cousin et Marth 1977 (« Cottage Cheese and Yoghurt
Manufactured from Milks Precultured with Psychrotrophic Bacteria
», Cultured Dairy Products Journal, Mai 1977, pages 15-18 et 30) ont
quant 3 eux décrit des essais d’ensemencement du lait par des
bactéries psychrotrophes (inoculation & 1% par une culture sur lait
écrémé pendant 24h & 21°C de bactéries psychrotrophes du genre.
Pseudomonas ou Flavobacterium). Ils ont & cette occasion noté une
augmentation de la tension du caillé lorsque le lait est stocke a 4°C,
mais indépendamment du fait qu’il y ait eu ou non ensemencement
avec des bactéries psychrotrophes. En outre, les analyses sensorielles
montraient que les yoghourts faits avec le lait ensemencé sont juges
plus acides et amers. Les auteurs concluent alors que pour produire
des produits laitiers fermentés, il est conseille d’éviter le

développement de bactéries psychrotrophes dans le lait frais.

La protéolyse du lait était donc considérée dans Iart antérieur
comme une source de problémes technologiques et de défauts dans le
lait et les produits laitiers, tels que la formation d’un caillé fragile
accompagné de synérése au cours de la fabrication de yoghourts
(Tamine & Robinson 1985, « Yoghurt — Science and Technology »,
Ed. Woodhead Publishing Ltd 1999, cf. page 17), et une gélification
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).

PCT/FR03/00152
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En allant totalement & I’encontre des préjugés techniques de
I’art antérieur, les inventeurs quant & eux proposent, pour fabriquer
des produits laitiers fermentés de type yoghourts et laits fermentés,
non seulement de protéolyser au moins une des caséines naturellement
contenues dans le lait, & savoir au moins la caséine kappa, et de
brasser le produit obtenu aprés fermentation, mais aussi de réaliser
cette caséinolyse a I’aide d’enzymes kappa caséinolytiques d’origine
bactérienne, et notamment a 1’aide d’enzymes kappa caséinolytiques
originaires de bactéries qui jusqu’alors étaient considérées comme des
microorganismes contaminants du lait, telles que les bactéries
psychrotrophes  protéolytiques et des bactéries lactiques
protéolytiques. Les inventeurs ont en effet mis en évidence qu’il est en
fait avantageux d’utiliser des enzymes kappa-caséinolytiques pour
fabriquer des laits fermentés et yoghourts, et préférentiellement des
enzymes kappa-cas€inolytiques d’origine bactérienne, et que les
bactéries dites contaminantes du lait telles que les bactéries
psychrotrophes protéolytiques et des bactéries lactiques protéolytiques
en constituent une source avantageuse. Selon un mode préféré de
réalisation, on met en ceuvre, conformément a la présente invention,
des enzymes kappa caséinolytiques d’origine bactérienne
thermorésistantes, c’est-a-dire des enzymes qui ont conservé une
activité kappa caséinolytique détectable aprés avoir subi un traitement
thermique de type pasteurisation (95°C pendant au moins 5 min).

Les inventeurs ont démontré que ces moyens permettent, de
fagon surprenante et inattendue, d’améliorer la texture, et en
particulier la viscosité, de yoghourts et laits fermentés, sans pour

autant induire une synérése qui serait inacceptable pour un produit de
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ce type (pas d’exsudation ni de décantation). Les analyses sensorielles
réalisées par les inventeurs n’ont en outre pas révélé de mauvais goit

dans les produits fabriqués conformément & la présente invention.

La présente demande de brevet vise donc un nouveau procédé
de fabrication de produits laitiers fermentés, et notamment de
yoghourts et laits fermentés, caractérisé par le fait qu’il comprend les
étapes suivantes :

- I’on soumet un substrat laitier dont la teneur en protéines est
différente de zéro mais inférieure ou égale & 6%, a une fermentation
lactique et & une kappa caséinolyse, de maniére a atteindre en fin de
fermentation lactique un taux de kappa caséinolyse égal ou supérieur a
20%, préférentiellement égal ou supérieur a 30%, plus

préférenticllement égal ou supérieur & 40%, encore plus

préférentiellement égal ou supérieur a 50%, et par le fait que
- I’on brasse ledit substrat apres fermentation lactique et

traitement kappa caséinolytique.

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

Afin @’obtenir un produit « yoghourt ou lait fermenté » tel que

défini dans ledit Décret frangais, et comme, donc, visé dans la

PCT/FR03/00152
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présente demande de brevet, il est notamment rappelé qu’il ne doit pas
y avoir élimination de sérum, et qu’il doit y avoir un traitement
thermique au moins équivalent & la pasteurisation. Un traitement
standard de pasteurisation est par exemple un traitement & 92-95°C
pendant 5 2 10 min. Du fait de I’application d’un traitement thermique
qui est au moins équivalent a la pasteurisation standard, les protéines
sériques du substrat laitier sont globalement dénaturées (de 25 a 99%

d’entre elles, environ).

Par «kappa caséinolyse» ou  «traitement kappa
caséinolytique », il est ici entendu protéolyse de la caséine kappa. De
méme, le terme « enzyme kappa caséinolytique » vise une enzyme
capable de protéolyser la caséine kappa.

Avantageusement, ladite kappa caséinolyse se déroule au moins
partiellement de maniére concomitante & ladite fermentation lactique.
Comme présenté plus en détail ci-dessous, ladite enzyme kappa
caséinolytique peut étre ajoutée ou apportée (ou sa production
déclenchée) apres ledit traitement thermique (par exemple au deébut ou
au cours de la fermentation lactique), ou bien avant ou au démarrage
dudit traitement thermique, mais dans ce dernier cas, il faut alors

veiller & ne pas induire de précipitation lors de ce traitement

thermique.

Comme le lait contient naturellement des caséines kappa et a
naturellement une teneur en protéines différente de zéro, tout type de
substrat laitier est a priori adapté 3 la mise en ceuvre de la présente

invention. On choisira néanmoins bien entendu un substrat laitier qui,

PCT/FR03/00152



10

15

20

25

WO 03/070011

dans la mesure ou il est destiné & la fabrication de yoghourts et laits
fermentés, présente une teneur en protéines (avant fermentation)
inférieure ou égale a 6%. Préférentiellement, 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
préférentiellement entre 3,6 et 4,8%. Une méthode conventionnelle
pour mesurer la teneur en protéines d’un substrat laitier consiste a
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 laitieres », quatriéme
édition, 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
utilisé correspond en fait & du lait tel que collecté (par exemple du lait
de vache, de brebis, de chévre) qui, éventuellement, a ét¢ pré-
pasteurisé et/ou écrémé. Le plus généralement, et notamment dans
I’industrie, 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 laitiéres (caséinates ou WPC), et/ou matieres
grasses (créme, par exemple). Les substrats laitiers visés pour la
présente invention ont donc en fait le plus généralement une

composition qui correspond soit & celle du lait tel que collecté, soit a
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celle du lait standardisé, et ont pu étre pré-pasteurisés (75°C pendant

10 a 30s) et/ou écrémeés.

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

- aprés 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 écrémé est standardisé en protéines par des méthodes
connues de I'homme du métier, notamment par addition de poudre de
lait écrémé, de poudres de protéines laitieres (caséinates ou WPC) et
éventuellement en matiére grasse (par exemple, de la créme), afin
d’obtenir la composition souhaitée,

- aprés réhydratation des poudres sous agitation pendant 30 min.
3 1 heure, le mélange laitier ainsi obtenu est soumis & un traitement
thermique de pasteurisation a une température de 92 a 95°C pendant 5
3 10 min. puis 4 une homogénéisation sous pression dite en phase
descendante ; alternativement, 1’homogénéisation peut étre effectuce
avant le traitement thermique, elle est alors dite en phase montante,

- le mélange laitier est ensuite refroidi & une température
supérieure de 1 ou 2 degrés a celle de la fermentation, et est
ensemencé par un ferment lactique; la fermentation est effectuce
selon des procédures classiques, elle est arrétée a un pH compris entre
4 et 5, de préférence entre 4,5 et 4,7.

Lorsque le mélange laitier est inoculé avec un ferment composé

de souches de Lactobacillus bulgaricus et de Streptococcus
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thermophilus, le produit est un yoghourt. Lorsque le mélange laitier
est, en outre des souches précédentes, ensemencé avec d'autres
espéces de bactéries lactiques notamment Bifidobacterium,
Lactobacillus  acidophilus, Lactobacillus  casei ou encore

Lactobacillus helveticus, le produit fini est un lait fermenté.

La kappa caséinolyse doit étre menée de maniére menagee,
c’est-a-dire que la réaction primaire de protéolyse ne doit pas consister
a hydrolyser la caséine en ses différents acides aminés constitutifs,
mais 2 hydrolyser la caséine en fragments de la taille du peptide, du
polypeptide ou de la protéine. Ceci n’exclut bien sir pas que ces
fragments pourront, une fois produits par la kappa caséinolyse
ménagée, étre ensuite plus avant modifiés et/ou hydrolyses au cours
du procédé. Initialement, toutefois, la kappa caséinolyse qui est menée
conformément & la présente invention conduit & la libération d’au
moins un fragment peptidique, polypeptidique ou proteique, et non a
un ensemble d’acides aminés individuels. Pour ce faire, on utilisera,
conformément 2 la présente invention, un agent kappa caséinolytique
qui présente par ailleurs la propriété de coaguler le lait, c’est-a-dire la
propriété de déstabiliser la micelle, et d’ainsi induire la coagulation du
lait. Par coagulation du lait, on entend ici floculation ou précipitation.
Une méthode 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 Vergote, B-
1040 Bruxelles), ou de Berridge modifié (sans ajout de CaCl, dans le
lait teste).

PCT/FR03/00152
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A titre illustratif, de tels agents libérent généralement, & partir
de la caséine kappa, au moins un fragment dont la taille est inférieure
ou égale a 10 kDa, préférentiellement inférieure ou égale a 8 kDa.

Pour réaliser une kappa caséinolyse en milieu alimentaire, on
utilise avantageusement une enzyme kappa ‘cas€inolytique. Pour
mener une kappa caséinolyse ménagée, comme ci-dessus indiquée, on
choisira préférentiellement au moins une enzyme Kappa
caséinolytique qui présente la propriété de coaguler le lait (enzyme
kappa caséinolytique coagulante).

Conformément & la présente invention, on choisira au moins
une enzyme kappa caséinolytique coagulante qui est d’origine
bactérienne. Des bactéries qui sont avantageuses pour la production de
telles enzymes comprennent notamment des bactéries qui jusqu’alors
étaient considérées comme des contaminants du lait, et dont on
cherchait jusqu’alors a limiter le développement et le métabolisme.

De telles bactéries comprennent notamment les bactéries
psychrotrophes protéolytiques contaminantes du lait, dont on trouvera
de nombreux exemples dans Robin C. Mc Kelar, 1989, « Enzymes of
psychrotrophs in raw food », Ed. CRC Press : toutes les protéases de
bactéries psychrotrophes qui sont & ce jour connues sont des enzymes
kappa caséinolytiques coagulantes, et sont donc appropri€es a la mise
en ceuvre de 1’invention. Les bactéries psychrotrophes protéolytiques
produisent généralement ces enzymes en fin de croissance
exponentielle, au début de la phase stationnaire. A titre d’exemples de
telles bactéries, peuvent notamment &tre citées

- des bactéries Gram négatif aérobies/microaerophiles, telles

que celles de la famille des Pseudomonadaceae (par exemple, genre
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Pseudomonas tel que les Pseudomonas chlororaphis (par exemple
ATCC 13985), les Pseudomonas fluorescens, les Pseudomonas fragi
(par exemple ATCC 4973)), telles que celles du genre Acetobacter, du
genre Flavobacterium, du genre Cytophaga, du genre Alcaligenes, du
genre Achromobacter,

- des bactéries Gram négatif anaérobies facultatives, telles que
celles de la famille des Enterobacteriacae (par exemple, genre
Enterobacter et genre Serratia) et le genre Aeromonas,

- des bactéries Gram positif non sporulées (par exemple, genre
Streptococcus ; genre Lactobacillus ; genre Micrococcus ; genre
Staphylococcus ; genre Corynebacterium ; genre Microbacterium),

- des bactéries Gram positif endosporulées (genre Bacillus ;
genre Clostridium).

Parmi les bactéries lactiques protéolytiques, telles que les
bactéries du genre Streptococcus ou Lactobacillus, on trouve en effet
des bactéries productrices d’enzymes kappa - caséinolytiques
coagulantes.

Par « bactérie protéolytique », il est entendu dans la présente
demande une bactérie qui, lorsqu’elle se développe dans le lait,
hydrolyse des protéines et notamment des caséines, ce qui se traduit
dans ce lait par une libération de peptides par rapport au lait témoin.

L’homme du métier peut, au cas par cas, vérifier si une souche
donnée produit bien une enzyme kappa caséinolytique coagulante. 11
lui suffit de placer la souche candidate sur un substrat contenant de la
caséine kappa, puis de vérifier qu’il y a alors hydrolyse de cette

caséine, et que I’enzyme produite par cette souche (extraite de la
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biomasse, ou de la culture de cette souche) a bien la propriété de
coaguler le lait (test de Berridge preécite).

De préférence, comme indiqué ci-dessus, on choisira une
enzyme kappa caséinolytique coagulante d’origine bactérienne qui
coupe la caséine kappa au moins, et d’autres caséines le plus souvent.

De maniére encore plus préférentielle, on choisira une enzyme
kappa caséinolytique coagulante d’origine bactérienne qui est
thermorésistante (c’est-a-dire qui présente toujours une activité kappa
caséinolytique détectable aprés avoir été soumise a 95°C pendant au

moins 5 min).

Conformément & la présente invention, 1’enzyme kappa-
caséinolytique peut étre apportée sous forme pure ou partiellement
purifiée, ou bien sous la forme d’un extrait biologique ou d’un extrait
de culture microbiologique contenant une telle enzyme, tel qu’un
extrait protéique de milieu de culture microbiologique. L’enzyme
kappa-caséinolytique peut également €tre apportée sous la forme
d’une source enzymatique telle que par exemple un microorganisme
producteur d’une telle enzyme, qui sera directement ajouté au substrat
laitier et placé dans des conditions favorables & son métabolisme, de
maniére 3 que ce microorganisme synthétise les enzymes kappa-

caséinolytiques coagulantes.

Des enzymes kappa-caséinolytiques coagulantes d’origine
bactérienne sont disponibles dans le commerce, par exemple I’enzyme
EC 3.4.24.33 commercialisée par Roche Diagnostics GmbH sous la

référence Endoprotéinase Asp-N « Sequencing Grade» Cat-No. :

PCT/FR03/00152



10

15

20

25

WO 03/070011

15

1054589, ’enzyme EC 3.4.21.62 Carlsberg commercialisée par Sigma
sous le nom de Subtilisine et sous la référence P5380.

Alternativement, les enzymes kappa-caséinolytique coagulantes
peuvent étre purifiées du milieu de culture bactérien selon un procedé
tel que ceux décrits par Robert K . Scopes (Robert K. Scopes, 1987,
Ed. Springer-Verlag, « Protein purification. Principles and Practice »,
Second Edition). On peut également choisir de ne pas purifier
complétement 1’enzyme, et d’utiliser un extrait biologique des
bactéries, ou un extrait protéique de milieu de culture bactérienne.

On peut également choisir d’apporter au substrat laitier les
bactéries productrices d’enzymes elles-mémes. .

On peut aussi, bien entendu, choisir de transformer
génétiquement des cellules hotes, par exemple des bactéries telles que
E. coli ou des levures telles que S. cerevisae ou Pichia pastoris, de
maniére a ce qu’elles produisent, et de préférence hyper-produisent,
de telles enzymes (cf. « Current Protocols in Molecular Biology », J.
Wiley and Sons, 1994, Eds. Frederick M. Ausubel, Roger Brent,
Robert E. Kingston, David D. Moore, J. G. Seidman, Kevin Struhl).
On peut alors choisir soit d’apporter au substrat laitier un extrait
biologique de ces clones ou un extrait protéique de leur milieu de
culture, soit encore de purifier au préalable les protéases clonées pour
les apporter au substrat laitier sous forme pure.

L’étape de kappa caséinolyse n’est pas nécessairement une
étape distincte de celle de la fermentation lactique : 1’étape de kappa
caséinolyse peut également étre générée par les ferments lactiques. En
alternative, ou en complément a 1’ajout d’enzymes ou d’une source

d’enzymes appropriées, on peut en effet choisir de procéder a la kappa
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caséinolyse en mettant en ceuvre des bactéries lactiques qui produisent
(soit naturellement, soit aprés transformation génétique) de telles
enzymes, tout en assurant leur fonction de ferments lactiques.
Préférentiellement, on choisira d’ajouter une enzyme ou une
source d’enzyme thermo-résistante (qui conservera une activité kappa
caséinolytique détectable apres avoir été soumise a 95°C pendant au

moins 5 min), telle que la protéase de Pseudomonas fragi ATCC
4973.

Le choix de la forme sous laquelle est ajoutée 1’enzyme kappa
caséinolytique et du moment de son ajout dans le substrat laitier
dépendent bien entendu des conditions de température et de pH de ce
substrat. On peut en effet choisir d’ajouter 1’enzyme, ou d’en
déclenéher la production, a tout moment du procédé de fabrication
entre le moment de la collecte du lait et la fin de la fermentation
lactique, par exemple apreés 1’étape d’écrémage et de pré-
pasteurisation qui est généralement pratiquée sur le lait collecté, lors
de I’étape de réfrigération, lors de la standardisation du lait, ou bien
encore apres 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
dans la gamme de pH et dans la gamme de température auxquelles se
trouve le substrat en question au cours du procédé. L’homme du
métier choisira de préférence, pour un meilleur rendement, des pH et

températures qui correspondent aux pH et températures d’activite

optimale de I’enzyme.
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La figure 1 ci-jointe présente de maniére schématique un
procédé de fabrication de laits fermentés et-yoghourts, et y indique, a
titre illustratif, quelques étapes au cours desquelles il peut étre choisi,
conformément 2 la présente invention, d’ajouter des protéases et/ou
des microorganismes protéolytiques. Lorsque les enzymes mises en
ceuvre sont thermorésistantes, elles peuvent &tre ajoutées avant
pasteurisation, par exemple lors de 1’étape connue sous le nom de
standardisation du lait (« procédé 1 » sur la figure 1), ou bien lors du
stockage du lait en milieu réfrigéré (« procédé 3 » sur la figure 1).

Lorsque les enzymes sont apportées sous la -forme de
microrganismes producteurs d’enzymes, il est bien entendu préférable
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 & leur métabolisme, et

en particulier favorables 3 la production de protéases.

La dose appropriée d’enzymes & ajouter ou, le cas échéant a
faire produire, dépend quant a elle bien entendu de la teneur en
caséines, et notamment de la teneur en caséine kappa du substrat, ainsi

que de 1’activité de ’enzyme au pH et a la température choisis.

Conformément 3 la présente invention, il est nécessaire
d’obtenir un taux de kappa caséinolyse d’au moins 20%. Ce taux de
20% est un seuil minimum, mais des taux supérieurs (jusqu’a 100%)
sont préférés. Il doit toutefois étre noté que dans le cas ou la kappa
caséinolyse serait effectuée avant pasteurisation, alors il serait

avantageux de se limiter & un taux de kappa caséinolyse inférieur ou

PCT/FR03/00152



10

15

20

25

WO 03/070011

PCT/FR03/00152

18

égal & 70% avant pasteurisation, ceci afin d’éviter des phénomeénes de
précipitation lors de la pasteurisation.

En utilisant des enzymes kappa caséinolytiques d’origine
bactérienne, les inventeurs ont constaté qu’en sus de la kappa
caséinolyse attendue, se produisait une protéolyse d’autres caséines, et
notamment une protéolyse des caséines beta et alpha. L’apport
d’enzymes kappa caséinolytiques d’origine bactérienne dans le
substrat laitier induit donc une kappa caséinolyse qui est généralement
accompagnée de beta et/ou alpha caséinolyses. Dans ces
circonstances, et toujours dans le souci d’éviter des phénomenes de
précipitation lors de la pasteurisation, il est préférable limiter chacune
des caséinolyses concomittantes (caséinolyses alpha et beta) a un taux
inférieur ou égal a 70% avant pasteurisation, lorsque 1’enzyme est

ajoutée au substrat laitier avant la pasteurisation.

Pour mesurer le taux de kappa caséinolyse dans un substrat
laitier, 1’homme du métier dispose de techniques standards, telles que
par exemple la méthode électrophorétique décrite par Recio et al.
1997 (« Application of electrophoresis to the study of proteolysis of
caseins », J. Dairy Res. 64 :221-230). Le taux de kappa caséinolyse
peut ainsi étre évalué par mesure de la diminution de la surface du pic
de caséine kappa observé aprés traitement enzymatique par rapport a
la surface du pic de caséine kappa observé avant traitement
enzymatique. Il est a relever qu’a la fin du procédé selon I’invention,
on ne visualise généralement pas tous les fragments de caséine kappa
qui ont été produits par kappa caséinolyse par cette méthode

électrophorétique (il est probable que ces fragments sont en fait
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utilisés par les ferments lactiques en croissance). C’est pourquoi il est
recommandé de suivre la diminution du pic de caséine kappa, plut6t

que I’apparition de fragments de caseine kappa.

L’homme du métier saura procéder aux ajustements nécessaires
a chaque cas particulier considéré pour atteindre le taux de caséinolyse
souhaité.

Dans le cas ol ce sont des bactéries psychrotrophes
protéolytiques excrétrices qui sont ajoutées au lait avant
pasteurisation, on pourra par exemple en ajouter a une dose de 10* a
10° bactéries par ml environ, et conserver le lait ainsi ensemence dans
des conditions favorables au métabolisme de ces microorganismes
(températures de 4°C & 15°C environ), pendant un temps
suffisamment long pour permettre la libération dans ce lait des
enzymes kappa caséinolytiques, ce qui se produit généralement
lorsque la population bactérienne est comprise entre 10° et 10"

bactéries par ml, de préférence entre 107 et 10° bactéries par ml.

En sus de la kappa caséinolyse, 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 procédé selon 1’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
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laits fermentés fabriqués de maniére comparable, mais sans kappa
caséinolyse 4 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 4 10°C sur un viscosimétre a
cylindres co-axiaux) est augmentée de 20 a 70% par rapport aux
yoghourts et laits fermentés témoins.

Le procédé selon I’invention permet donc de limiter, voire
d’éviter, 1’ajout d’agents texturants (tels que gélatine, amidon,
pectine) qui est actuellement pratiquée pour confeérer la texture
appropriée aux produits de type laits fermentés et yoghourts. Il permet
aussi de limiter la teneur protéique du substrat laitier utilisé: le
substrat laitier peut étre moins concentré en protéines tout en
conservant un résultat de viscosité apparente correct. Par exemple, les
inventeurs ont pu mettre en évidence que, pour atteindre la valeur de
viscosité apparente qui est obtenue en appliquant le procédé selon
I’invention 3 un mélange laitier & 4,1% de protéines, il faudrait, en
I’absence de traitement kappa caséinolytique, monter la teneur
protéique du substrat laitier & 4,6%. Avec le procédé selon I’invention,
la fabrication de produits laitiers de type yoghourts et laits fermentés
nécessite moins d’agents texturants et de protéines pour un résultat

équivalent en terme de texture.

De maniére particuliérement remarquable, le procédé selon
’invention ne conduit pas 4 des phénoménes de synérése qui seraient
inacceptables pour un produit de type lait fermenté ou yoghourt.
Ainsi, les inventeurs ont pu constater ’absence de tout phénoméne de

décantation ou d’exsudation, et ce méme aprés 28 jours de stockage a
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10°C. Les produits obtenus présentent et conservent également une
texture parfaitement lisse et homogene., et ne présentent pas un

mauvais gofit.

La présente demande vise également les laits fermentes et
yoghourts susceptibles d’étre obtenus par le procédé selon I’invention.
Les laits fermentés et yoghourts obtenus par le procédé selon la
présente invention sont notamment caractérisés par une teneur en
kappa caséine sensiblement inférieure a la teneur en kappa caséine
normalement observée dans les produits comparables de I’art
antérieur. Lorsqu’ils sont issus de lait ou substrat laitier qui a subi un
traitement thermique au moins équivalent & la pasteurisation standard
(par exemple, 5-10min & 92-95°C), les protéines sériques du produit
fini sont globalement dénaturées (de 25 & 99 % de protéines sériques
dénaturées, environ). Plus particuli¢rement, les yoghourts et laits
fermentés selon I’invention sont caractérisés par un pourcentage de
kappa caséinolyse d’au moins 20%, préférentiellement d’au moins
30%, plus préférentiellement d’au moins 40%, encore plus
préférentiellement d’au moins 50%. Ce pourcentage de kappa
caséinolyse peut étre évalué par électrophorése 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 caséine kappa diminue au
cours de la fabrication des yoghourts et laits fermentés préparés selon
le procédé de l'invention, et en se référant 4 un pic étalon, tel que le
pic d’un composé de référence dont la teneur ne varie pas de manicre

significative au cours du procédé. Par exemple, le pic de beta-
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lactoglobuline peut servir de pic étalon. Le calcul suivant permet donc
d'évaluer le taux de kappa caséinolyse d'un lait fermenté préparé selon
le procédé de l'invention :
taux (%) de kappa caséinolyse = (1 - ((axe*apigt/ apige)/axr)) * 100
avec :
a. = aire du pic de caséine kappa de I'échantillon de yoghourt
a, = aire du pic de caséine kappa d'un lait témoin
apige = aire du pic du composé de référence de I'échantillon de
yoghourt (pic de beta-lactoglobuline)
apiet = aire du pic du composé de référence d'un lait témoin
(pic de beta-lactoglobuline)

On entend par lait témoin, un lait de grand mélange qui a été
écrémé et pasteurisé & une température de 92 a 95°C pendant 5 a 10
min.

Un tel yoghourt ou lait fermenté contient encore généralement
les enzymes kappa caséinolytiques d’origine bactérienne qui ont servi

a la kappa caséinolyse.

Alternativement, si I’on détecte dans un yoghourt ou un lait
fermenté la présence significative d’une enzyme kappa caséinolytique,
on peut en déduire que ce yoghourt ou lait fermenté est conforme a la
présente invention. La présence significative de telles enzymes peut
étre déterminée a ’aide d’un zymogramme de type caséine SDS-Page
tel que décrit par C. E. Fajardo-Lira et S.S. Nielsen 1998 (« Effect of
psychrotrophic microorganisms on the plasmin system in milk», J.
Dairy Sci. 81 :901-908) appliqué directement a des protéases autres

que la plasmine. Ce zymogramme devra €tre comparé a celui obtenu
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avec un échantillon de culture dans du lait frais des ferments lactiques
du produit, afin d’identifier toute protéase ne provenant pas des

ferments lactiques.

L’homme du métier trouvera dans 1’ouvrage « Yoghurt —
Science and Technology », 2°™ é&dition, par A.Y. Tamine et R.K.
Robinson (Woodhead Publishing Ltd), dont le contenu est entierement
incorporé a la présente demande par référence, une source
d’indications techniques intéressantes pour la mise en ceuvre de modes

de réalisation de ’invention.

Les exemples qui suivent sont donnés a titre purement

illustratif.
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Exemple 1 :

Du lait de grand mélange issu de la collecte chez les
producteurs est pré-pasteurisé et écrémé, puis ensemencé par
différentes doses d'extrait protéolytique. Cet extrait protéolytique est
obtenu par précipitatioﬁ des protéines du milieu de culture de
Pseudomonas chlororaphis ATCC 13985. L'activité protéolytique est
de 200 unités par ml. Cette activité est obtenue par le test Azocaséine
(Kohlmann, K. L., Nielsen, S. S., Steenson, L. R., and Ladisch, M R.
1991. “Production of proteases by psychrotrophic microorganisms”,
J. Dairy Sci. 74: 3275-3283). Une unité représente une augmentation
de 0,01 de l'absorbance & 366 nm par heure d'incubation.

Ces laits ensemencés peuvent étre stockés a 4°C pendant
quelques heures, & condition de ne pas dépasser les seuils de
protéolyse des caséines, critiques pour le traitement thermique (seuil
maximal de 70% pour la caséine kappa, seuil de 50% pour la caséine
beta).

Des yoghourts brassés sont préparés avec ces laits inoculés et le
méme lait non inoculé. Pour chaque essai, le lait est standardisé en
protéines et en matiere grasse a 1’aide de poudre de lait écrémé et de
creme afin d’obtenir un substrat laitier comportant 4,5% de protéine et
3,2% de maticre grasse. La composition de ce substrat laitier est
ensuite contrdlée par mesure de la teneur en protéine et en maticre
grasse (« Détermination de la teneur en matiéres grasses : méthode
d’extraction €éthéro-chlorhydrique » NF V04215 — Journal Officiel de
Sept. 1969).

PCT/FR03/00152
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Le substrat laitier ainsi préparé est soumis 4 une pasteurisation
(95°C - 8 min) puis & une homogénéisation (250 bar, 2 effets). Apres
refroidissement 4 44°C, le substrat laitier est ensemencé avec un
ferment lactique puis fermenté & 43°C. Le pH de « décaillage » (4,65)
est atteint au bout de 4h30 (+/- 15 min. ) pour les 4 essais. Le produit
est alors lissé et refroidi & 20°C sur une plate-forme comportant une
pompe d’alimentation, un filtre (mailles de 350 um) puis un
refroidisseur a plaque. Il est ensuite conditionné en pots de 125 ml.

Des mesures de viscosité et d’exsudation sont réalisées sur les
quatre produits au cours du stockage réfrigéré. Les résultats sont
synthétisés dans le tableau 1 ci-dessous. Les moyennes de 4 mesures

sont présentées avec les écarts types correspondant.

Tableau 1 : Mesures de viscosité et d’exsudation réalis€es au cours du
stockage réfrigéré sur les yoghourts correspondant aux différents

essais.

Dose Viscosite

d'extrait

protéolytique

(ml/ 1L)

Temps
de
stockage

(heures)

J+1
(mPa.s)

Viscosite
J+14
(mPa.s)

Viscosité
J+28
(mPa.s)

Exsudation
(g sérum/
100g
produit)

0

0

1125 £17

1160 £33

1173 £23

0

10

20

1285 +12

1297 £9

1268 +11

10

0

1248 +5

1237 +6

1270 +10

20

0

1430 £14

1393 +23

1430 £17

0
0
0
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Ces résultats mettent en évidence une augmentation importante
de la viscosité en relation avec la dose d'extrait protéolytique
additionnée au lait. Un court stockage réfrigéré du lait aprés addition
de la dose d'extrait enzymatique ne semble pas avoir une influence
importante sur le produit. Les produits ne présentaient pas de

décantation et aucune exsudation.

Exemple 2 :

Du lait de grand mélange est pré-pasteuris¢ et écrémé, puis
ensemencé par Pseudomonas fragi ATCC 4973, puis stocké a 4°C
pendant 7 jours. Le lait, ensemencé a 2.10* bactéries par ml, a une
charge bactérienne de 6.10° psychrotrophes par ml aprés les 7 jours de
stockage. L'évolution de la protéolyse des caséines beta et kappa de
ces laits a été mesurée par électrophorése capillaire. La surface du pic
de caséine kappa a diminué de 25% et la somme des surfaces des pics
de caséine beta de 35%. Une partie de la protéolyse de la caséine beta
est vraisemblablement d'origine plasminique.

Des yoghourts brassés (type Velouté) sont préparés a partir de
ce lait ensemencé et stocké 7 jours, d'un lait non ensemencé stocke 7
jours et du lait témoin ensemencé non socké suivant le méme procéde
que celui décrit dans 1’exemple 1. Le pH de décaillage (pH 4,7) est
atteint aprés 5h d'incubation a 43°C pour le produit préparé a partir de
lait témoin et aprés 4h30 pour le produit préparé a partir du lait

protéolysé.
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Les moyennes de 4 mesures de viscosité sont présentées dans le
tableau 2, avec les écarts types correspondant, ainsi que la moyenne

des mesures de décantation et d’exsudation.

Tableau 2 : Mesures de viscosités et d’exsudation réalisées au cours

du stockage réfrigéré sur des produits incubés 0 et 7 jours a 4°C avec

Pseudomonas fragi.

Temps de | Viscosité | Viscosite Viscosité | Exsudation
stockage J+1 J+14 J+28 (g sérum/
(jours) (mPa.s) (mPa.s) (mPa.s) 100 g

produit)
0 1100 £20 | 108825 | 1073 £26 00
7 non 1124420 | 103322 | 1104 £24 00
ensemence
7 1510422 | 1498 +22 | 1600 £22 00

Ces résultats mettent en évidence une augmentation trés
importante de viscosité indépendante de 'effet physico-chimique du
stockage du lait (de I’ordre de 40%). Les produits ne présentaient pas

de décantation et aucune exsudation.

Exemple 3 :

Dans cet exemple, le lait de grand mélange préalablement preé-
pasteurisé et écrémé n’a subi aucun stockage, et n’a pas été additionné

de souche psychrotrophe protéolytique. Des yoghourts brasses ont été
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préparés suivant le méme procédé que celui décrit dans 1’exemple 1.
Au moment de I’ensemencement par les ferments lactiques, de petites
quantités de protéases de bactéries psychrotrophes ont été ajoutées au
substrat laitier (voir Tableau 3 ci-dessous). Les autres étapes du
procédé de préparation sont inchangées.

Les protéases sont purifiées & partir des cultures de plusieurs
bactéries psychrotrophes protéolytiques (ATCC 13985 de I’exemple 1,
et ATCC 4973 de I’exemple 2). L'extrait protéolytique utilisé¢ dans cet
exemple est un mélange de protéases dont l'activité protéolytique est
de 600 unités par ml. Cette activité est obtenue par le test Azocaséine
(cf. exemple 1).

Les moyennes des mesures de viscosité, de décantation et

d’exsudation réalisées sur les produits sont présentées dans le Tableau
3.

Tableau 3 : Mesures de viscosité et d’exsudation réalisées au cours du

stockage réfrigéré sur les yoghourts brasses.

Extrait Viscosité Viscosité Viscosité Exsudation
protéolytique J+1 J+14 J+28 (g sérum/ 100g
(mL/1L) (mPa.s) (mPa.s) (mPa.s) produit)

0 1078 £10 1067 £38 1095 + 40 0
1 1388 +15 1368 28 1395 £ 62 0
2.5 1568 £26 1493 21 1525 £24 0
5.0 1598 +7 1625 +24 | 1560 +18 0
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D’importants gains de viscosité sont observés pour toutes les

doses d’extrait protéolytique testées.

Exemple 4 :

Des yoghourts brassés maigres sont préparés avec un lait de
grand mélange pré-pasteurisé et écrémé inoculé par un extrait
protéolytique de Pseudomonas fragi ATCC 4973, et le méme lait non
inoculé. Cet extrait protéolytique de Pseudomonas fragi est obtenu de
la méme fagon que l'extrait de Pseudomonas chlororaphis de
'exemple 1, et présente une activité protéolytique de 400 unités par

ml.

Le lait est standardisé en protéine a 1’aide de poudre de lait
écrémé afin d’obtenir un substrat laitier comportant 4,9% de protéine.
La composition de ce substrat est ensuite controlée par mesure de la

teneur en protéine (NF V04215, ¢f. exemple 1).

Le substrat ainsi préparé est soumis a une pasteurisation (95°C -
8 min.) puis & une homogénéisation (150 bar, 2 effets). Apres
refroidissement a 42°C, le substrat est ensemencé avec un ferment
lactique puis fermenté & 40°C. Le pH de « décaillage » (4,70) est
atteint au bout de 5h 00 (+/- 15 min. ) pour les 2 essais. Le produit est
alors lissé et refroidi & 20°C sur une plate-forme comportant une
pompe d’alimentation, un filtre (mailles de 350 pm) puis un

refroidisseur a plaque. Il est ensuite conditionné en pots de 125 ml.
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Des mesures de viscosité et d’exsudation sont réalisées sur les

produits au cours du stockage réfrigéré. Les résultats sont synthétises

présentées avec les écarts types correspondants.

dans le tableau 4 ci-dessous. Les moyennes de 4 mesures sont

Tableau 4 : Mesures de viscosité et d’exsudation réalisées au cours du

stockage réfrigéré sur les yoghourts correspondant aux différents

essais.
Dose Temps | Viscosité | Viscosité Viscosité¢ | Exsudation
d'extrait de J+1 J+14 J+28 (g sérum/
protéolytique | stockage | (mPa.s) (mPa.s) (mPa.s) 100g
(ml/ 1L) | (heures) produit)
0 0 98019 | 1040 %23 1063 £26 0,5
30 0 1230 +£14 | 1285 %20 1291 £15 0

Cet exemple montre qu'une augmentation importante de la

viscosité peut étre obtenue sur des produits sans maticre grasse. Les

produits ne présentaient pas de décantation et une faible exsudation a

J+28.
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Décret n° 88-1203 du 30 décembre 1988

Décret 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 aofit 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 modifie pris pour I'application de ladite loi ; -
Vu la loi du 29 juin 1934 relative a la protection des produits laitiers ;
Vu la loi du 2 juillet 1935 tendant  l'organisation et & l'assainissement
du marché du lait ;

Vu le décret du 15 avril 1912 modifié portant application de la loi du
ler aofit 1905 susvisée en ce qui concerne les denrées alimentaires ;
Vu le décret du 25 mars 1924 modifié portant application de la loi du
ler aofit 1905 en ce qui concerne le lait et les produits de la laiterie ;
Vu le décret n° 84-1147 du 7 décembre 1984 portant application de la
loi du ler ao@it 1905 susvisée en ce qui concerne l'étiquetage et la
présentation des denrées alimentaires ;

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

PCT/FR03/00152
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Article 1
La dénomination "lait fermenté" est réservée au produit laitier préparé
avec des laits écrémés ou non ou des laits concentrés ou en poudre
écrémés ou non, enrichis ou non de constituants du lait, ayant subi un
traitement thermique au moins équivalent a la pasteurisation,
ensemencés avec des microorganismes appartenant a l'espece ou aux
especes caractéristiques de chaque produit.
La coagulation des laits fermentés ne doit pas étre obtenue par d'autres
moyens que ceux qui résultent de l'activité des microorganismes
utilisés.
La quantité d'acide lactique libre qu'ils contiennent ne doit pas &tre
inférieure 4 0,6 gramme pour 100 grammes lors de la vente au
consommateur et la teneur en matiére protéique rapportée a la partie
lactée ne doit pas étre inférieure a celle d'un lait normal.
Les laits fermentés doivent étre maintenus jusqu'ad la vente au
consommateur 3 une température susceptible d'éviter leur altération et
qui sera fixée par arrété conjoint des ministres chargés de I'agriculture,

de la santé et de la consommation.

Article 2
La dénomination "yaourt" ou "yoghourt" est réservée au lait fermenté
obtenu, selon les usages loyaux et constants, par le développement des
seules bactéries lactiques thermophiles spécifiques dites Lactobacillus
bulgaricus et Streptococcus thermophilus, qui doivent &tre
ensemencées simultanément et se trouver vivantes dans le produit fini,
a raison d'au moins 10 millions de bactéries par gramme rapportées a

la partie lactée.
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La quantité d'acide lactique libre contenue dans le yaourt ou yoghourt
ne doit pas étre inférieure a 0,7 gramme pour 100 grammes lors de la

vente au consommateur.

Article 3
Les laits fermentés peuvent étre additionnés des produits suivants :
extraits d'aromates, aromes naturels ainsi que, dans la limite de 30 p.
100 en poids du produit fini, sucres et autres denrées alimentaires
conférant une saveur spécifique.
L'incorporation en tant que produits de substitution de maticres
grasses et protéiques d'origine non laitiere est interdite.
Ils ne doivent subir aucun traitement permettant de soustraire un
élément constitutif du lait mis en oeuvre, notamment ['égouttage du
coagulum.
Des arrétés pris dans les formes prévues a I'article ler du décret du 15
avril 1912 susvisé fixent la liste et les conditions d'emploi des autres
substances et des autres catégories d'aromes autorisées pour la

fabrication et la préparation des produits définis au présent décret.

Article 4
Modifié par Décret 97-298 1997-03-27 art. 2 JORF 3 avril 1997.
L'étiquetage des laits fermentés comporte, outre les mentions prévues
par les articles R. 112-6 & R. 112-31 du code de la consommation
SusVise :
- en complément de la dénomination de vente, l'indication de
l'espéce animale ou des especes animales dont le lait provient,

deés 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
température a respecter ;

- la mention "maigre" faisant suite & la dénomination de vente si
la teneur en matiére grasse du produit, calculée sur la partie
lactée, est inférieure a1 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 aromatis¢ ;

- 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
jointe & 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 égale a 3 p. 100 en

poids.

Article 5
Ia mention "yaourt" ou "yoghourt" ne peut figurer dans l'étiquetage
dune denrée alimentaire que si le produit concerné renferme du
"yaourt" ou "yoghourt" conforme a la définition prévue a l'article 2 ci-

dessus.

Article 6
Un arrété conjoint des ministres chargés de l'agriculture, de la santé et
de la consommation fixe, le cas échéant, la durée pendant laquelle les
produits définis au présent décret conservent leurs propriétes

spécifiques.
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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 caractéristiques
microbiologiques des laits fermentés et les modalités de controle de
ces caractéristiques sont fixées par arrété comjoint des ministres

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

Article 8

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

Article 9

Le 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 secrétaire
d'Etat auprés du ministre d'Etat, ministre de I'économie, des finances
et du budget, chargé de la consommation, sont chargés, chacun en ce
qui le concerne, de l'exécution du présent décret, qui sera publi¢ au

Journal officiel de la République francaise.
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REVENDICATIONS

1. Procédé de fabrication d’un produit laitier choisi parmi le |
groupe constitué par les laits fermentes et les yoghourts, caractérise
par le fait que :

- I’on soumet un substrat laitier dont la teneur en protéines est
différente de zéro mais inférieure ou égale a 6%, 4 un traitement
thermique au moins équivalent 4 la pasteurisation, a une fermentation
lactique, et a une kappa caséinolyse a 1’aide d’au moins une enzyme
choisie parmi le groupe des enzymes kappa caséinolytiques d’origine
bactérienne qui présentent la propriété de coaguler le lait, de maniére a
atteindre en fin de fermentation lactique un taux de kappa casé€inolyse
égal ou supérieur a 20%, ladite kappa caséinolyse étant déclenchee
entre la collecte du lait et la fin de la fermentation lactique, sous
réserve que si elle est déclenchée avant ledit traitement thermique, on
veille alors & ne pas induire de précipitation lors de ce traitement
thermique,
et par le fait que

. I’on brasse ledit substrat aprés fermentation lactique et

traitement kappa caséinolytique.

2. Procédé selon la revendication 1, caractérisé en ce que la
teneur en protéines du substrat laitier se situe entre 3 et 5%, bornes

incluses.
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3. Procédé selon la revendication 1 ou 2, caractérisé en ce que le

taux de kappa caséinolyse est égal ou supérieur a 30%.

4, Procédé selon I'une quelconque des revendications 1 a 3,
caractérisé en ce que le taux de kappa caséinolyse est égal ou

supérieur a 40%, préférentiellement égal ou supérieur a 50%.
p p g p

5. Procédé selon ’une quelconque des revendications 1 a 4,
caractérisé en ce que ladite enzyme kappa-caséinolytique coagulante
d’origine bactérienne est apportée sous forme pure ou partiellement
purifiée, sous la forme d’un extrait biologique ou d’un extrait
protéique de milieu de culture microbiologique, ou sous la forme d’un

microorganisme producteur d’une telle enzyme.

6. Procédé selon 1’une quelconque des revendications 1 a 35,
caractérisé en ce que ladite enzyme kappa-caséinolytique coagulante
d’origine bactérienne est ou a été produite par une bactérie choisie
parmi le groupe des bactéries lactiques protéolytiques et des bacteries

psychrotrophes protéolytiques.

7. Procédé selon I'une quelconque revendications 1 a 6,
caractérisé en ce que ladite enzyme kappa-caséinolytique coagulante
d’origine bactérienne est ou a été produite par une bactérie

psychrotrophe protéolytique choisie parmi le genre Pseudomonas.

8. Procédé selon la revendication 7, caractérisé en ce que ladite

enzyme kappa-caséinolytique coagulante d’origine bactérienne est ou
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a été produite par une bactérie psychrotrophe protéolytique choisie
parmi le groupe constitué par les espéces Pseudomonas chlororaphis,

les Pseudomonas fluorescens, les Pseudomonas fragi.

9. Procédé selon I'une quelconque revendications 1 a 6,
caractérisé en ce que ladite enzyme kappa-caséinolytique coagulante
d’origine bactérienne est ou a été produite par une bactérie lactique
protéolytique choisie parmi le groupe des bactéries des genres

Streptococcus et Lactobacillus.

10. Procédé selon 1’une quelconque des revendications 1 a 9,
caractérisé en ce que ladite enzyme kappa-caséinolytique coagulante
d’origine bactérienne présente la propriété de conserver une activité
kappa caséinolytique détectable aprés avoir subi un traitement

thermique a 95°C pendant au moins 5 min.

11. Procédé selon la revendication 10, caractérisé en ce que
ladite enzyme kappa-caséinolytique coagulante d’origine bactérienne

est apportée avant ledit traitement thermique.

12. Procédé selon la revendication 10 ou 11, caractérisé en ce
qu’avant ledit traitement thermique, le taux de kappa caseinolyse est
inférieur & 70%, et les taux d’alpha et beta caséinolyses sont chacun

inférieurs ou égaux a 70%.

13. Procédé selon 'une quelconque des revendications 10 a 12,

caractérisé en ce que ladite enzyme kappa-caséinolytique coagulante
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d’origine bactérienne est apportée au substrat laitier, sous la forme de
bactéries productrices de cette enzyme, avant ou pendant une étape de

stockage réfrigéré du lait.

14. Procédé selon 1I’une quelconque des revendications 10 a 12,
caractérisé en ce que ladite enzyme kappa-caséinolytique coagulante
d’origine bactérienne est apportée au substrat laitier, au moment d’une
¢tape de standardisation du lait, sous forme d’enzyme pure, ou sous la
forme d’un extrait biologique ou d’un extrait protéique de milieu de

culture microbiologique.

15. Utilisation d’une enzyme choisie parmi le groupe des
enzymes kappa caséinolytiques d’origine bactérienne qui présentent la
propriété de coaguler le lait, pour la fabrication, par traitement
thermique au moins équivalent a la pasteurisation, par fermentation
lactique et par kappa caséinolyse, d’un produit laitier brassé choisi
parmi le groupe constitu€ par les laits fermentés et les yoghourts,
ladite kappa caséinolyse étant déclenchée entre la collecte du lait et la
fin de la fermentation lactique, sous réserve que si elle est déclenchée
avant ledit traitement thermique, on veille alors a4 ne pas induire de

précipitation lors de ce traitement thermique.

16. Produit laitier brassé choisi parmi le groupe constitué par les
laits fermentés et les yoghourts, caractérisé en ce que son taux de
kappa caséinolyse est supérieur ou égal a 20% par rapport & du lait
frais, et en ce qu’il comprend des enzymes kappa caséinolytiques

d’origine bactérienne.
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17. Produit laitier brassé choisi parmi le groupe constitué par les
laits fermentés et les yoghourts, susceptible d’étre obtenu par le

procédé selon I'une quelconque des revendications 1 a 14.
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