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Etude de la fabrication d’un yaourt brassé contenant des fruits

Les yaourts sont des laits fermentés traditionnellement fabriqués dans différents pays
du Proche et Moyen Orient et notamment en Turquie, puis introduits en Europe a
I'époque de Francois Premier.

La France produit en 2010 plus de 1,4 millions de tonnes de yaourts et autres laits
fermentés, ce qui correspond a 5% de sa production laitiere et 55 % des produits dits
«ultra-frais». La fabrication industrielle du yaourt a pour objectif principal de permettre
la formation d'un gel lactique stable et reproductible.

L'introduction de fruits dans les préparations rend souvent nécessaire I'emploi d’agent
texturant pour stabiliser le produit. Ce sont essentiellement des polymeéres glucidiques
principalement d’origine végétale mais des molécules bactériennes telles que le
xanthane peuvent également étre utilisées.

Le xanthane est un additif utilisé dans les industries agro-alimentaire, pharmaceutique,
cosmétique ainsi que dans l'industrie chimique. Il a regu I'habilitation GRAS (Generally
regarded as safe) aux Etats-Unis et est conforme au Reéglement européen du
16/12/08.

En utilisant les documents fournis :

développer les différents aspects biochimiques et microbiologiques aboutissant
a la formation du gel lactique ;

- deégager l'intérét des principales étapes de la fabrication industrielle d’'un yaourt
brassé sur fruits ;

- expliciter 'opération unitaire de pasteurisation ;

- justifier l'utilisation de la gomme xanthane et expliquer un des modes de
production et de purification de cette molécule présentés dans l'article de
recherche ;

préciser vers quelle solution technologique on peut s'orienter pour améliorer ce
procédé ;

- indiquer les contréles microbiologiques et physico-chimiques pertinents a
mettre en ceuvre sur les matiéres premiéres, en cours de fabrication, et sur le
produit fini, pour chacun d'eux, donner le principe de la méthode.
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Document 1

Extraits du décret n°88-1203 du 30 décembre 1988 relatif aux laits fermentés et au yaourt ou yoghourt
NOR : ECOC8800150D Version consolidée au 03 avril 1997

()

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'espéce 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 étre inférieure a 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'a la vente au consommateur a une température susceptible
d'éviter leur altération et qui sera fixée par arrété conjoint des ministres chargés de l'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 étre 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.

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, ardmes 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 matieres grasses et protéiques d'origine non laitiére
est interdite.

IIs ne doivent subir aucun traitement permettant de soustraire un élément constitutif du lait mis en oeuvre,
notamment 1'égouttage du coagulum.

i)
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Document 2

Extrait de la norme AFNOR NF V 04-600 (2001)

Selon la norme AFNOR NF V 04-600 (2001), pour des laits fermentés dits « probiotiques », c'est-a-dire
contenant des bactéries d'origine intestinale comme Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus johnsonii,
Bifidobacterium bifidum et Lactobacillus casei, que la teneur en cette flore spécifique doit étre supérieure ou
égale a 1 million de bactéries vivantes par gramme de produit.

Document 3

Composition du lait de vache entier

(« Biochimie alimentaire » Alais-Linden-Miclo. Editions Dunod)

Composition (g/L) Etat physique des composants

Eau 905 Eau libre (solvant) plus eau liée
(3,7%)

Glucides (lactose) 49 Solution

Lipides 35 Emulsion de globules gras (3a 5

Matiére grasse proprement dite 34 pum)

Lécithine (phospholipides) 0,5

Insaponifiables (stérols, 0,5

caroténes, tocophérols) :

Protides 34 Suspension micellaire

Caséine 27 phosphocaséinate de calcium (0,08
a 0,12 um)

Protéines « solubles » 25 Solution colloidale

(globulines, albumines) 1.5

Substances azotées non Solution vraie

protéiques

Sels 9 Solution ou état colloidal

De I'acide citrique 2

De I'acide phosphorique 2,6

De I'acide chlorhydrique 1,7

Constituants divers

(vitamines, enzymes, gaz Traces

dissous)

Acide lactique 1,6

Extrait sec total 127

Extrait sec non gras 92




Compositions de différents types de yaourts

Composition globale de 100 g de yaourt nature

Yaourt naturc 297 71 14,3 4.2 3,6 5 1
au lait entier {23} {5) (23)

12,1-17,1 3,8-4,5 2,64.1 3,65,6 0,8-1,6
Fiches techniques des
fabricants . .. ...0unensn 268-293 64-70 3,845 3,2-3.8 4356
Tables et publications ...| 251-314 60-75 12,1-18,9 3,3-5,0 3,1-4,1 4549 0,7-1,0
Yaourt nature (au lait 213 50 12,3 4,3 1,2 8 1
partiellement écrémé) (31) (5) 31)

10,5-12,9 4,1-4,5 0,8-1,4 46,3 0,8-1,1
Fiches techniques
des fabricants, .........] 185218 44-52 4,145 0,912 4,3-6,1 0,8-1
Tables et publications ...] 188-265 45-68 10-14,9 3,4-5,25 1,0-1,6 4,5-7.0 0,6-1,1
Yaourt nature maigre 186 44 11,7 4.5 0,3 52 1

9,5.125 4,1-4,7 tr.-0,6 4,1-6,3 0,8-1,1
Fiches techniques
des fabricants, ...... voo| 1464197 3547 3,947 r.-0,3 4,76,3 1
Littérature ............| 151-233 36-56 9,5-14,8 3,5:5,7 .-0,6 4,8-7,7 1

Composition glucidigue de 100 g de yaourt nature au cours de la fabrication et du stockage

Latt-l-ferments 1 Sy e e SR S TR 0,03 01 592 6,05
lncubaﬁonBOmn e B ! 0,25 0,55 _ 4,93 5,73
Incubation 1h30 ....oovvvnnnnirionnnnens 0,15 0,68 433 5,16
eubation 2h 30 ...vvvrevrnrannrrarannans 0,07 0,82 ' 4,05 494
Yaourt refroidi ........ T AT N T L 0,01 1,03 3,38 5,01
Yaourt stocké 7jours ........ccovevennn.. non décelable 1,16 3.65 481
Yaourt stocké 14 jours . .oovviiiirninnianas non décelable 1,13 355 4,63
Yaourt stocké 21 jours ........ e e a3% et ' 0,08 1,01 3.34 443

Extrait de la fiche technique d’un yaourt brassé sur_fruits

¢ _ Liste Ingrédients
ariétés: fraise x2, mire, cerise, péche, abricot

%Yawrt Fruits : Abricot ou Cerise ou Fraise ou Mire ou Péche : 13% - Sucre : 11,8% - Sirop de glucose-fructose : 1,6% -
Amidon transformé - Epaississants : Pectine, Gomme xanthane, Carraghénanes - Ardmes - Jus concentré de sureau

| {variété fraise) — Conservateur du fruit ; E202 - Correcteur d'acidité : E330, E331, E332, E333 - Sel - Colorants :

| Anthocyanes, Extrait de paprika, Lutéine, Curcumine. ;
' Ne contient pas d'OGM {Organisme Génétiquement Modifié) produit non-ionisé.
Ingrédients conventionnels. |
|
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Document 6

Lignes de fabrication des yaourts fermes et brassés aux fruits

(source : Commission Internationale des Industries Agricoles)

Sirop de sucr
éventuel

Palletisation

+

Etuvage
42°C - 3h

v

Refroidissement dynamique
T-+25°C en 10 min

¢

—} MELANGE

Réception lait frais

Thermisation dans
25 g de produit

-

Ecrémage

v

Standardisation
OSTNOSE Inverse
12,5 g MS/1

v

+

Poudre de lait
‘ écréme

Homogénéisation
50-52°C 135-140 bars

-

PASTEURISATION

v

Relroidissement

v

Ferments lactiques

Conditionnement [@———— ENSEMENCEMENT

’ Coagulation en cuves

LACTOSERUM ‘_ Décaillage - Brassage
Préparation 4% arbmes
desaromatisée

42°C - 4h

+

de fruits Conditionnement
Palletisation

+

Refroidissement dynamique
T—25°C en 10 min

+

Reflroidissement passif en chambre froide

+

+

Stockage réfrigéré T=4°C

+

Yaourts fermes

&

Yaourts brassés
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Document 7

Extraits de la documentation technique d’un pasteurisateur a plaques

- Schéma de principe du pilote PIGNAT UPA/4000/S :
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- Caractéristiques du pilote PIGNAT UPA/4000/S

Points de fonctionnement

Procédé Continu

Débit d’alimentation 10 L/h

Température pasteurisation 70a75°C

Température eau chaude 75a98°C

Débit eau chaude Réglage programme 4 de la pompe
Débit eau froide 150 L/h

Température eau froide mini 15°C

Température eau froide maxi 30°C

Description de l'unité

Cuve 8 L inox stockage du produit, couvercle inox amovible, vanne de
vidange en fond de cuve

Pompe péristaltique pour alimentation du produit, débit de 2 & 20 L/h
Echangeurs a plaques pour zone de préchauffage et de pré-refroidissement
Echangeur a plaques pour zone de chauffage

Circuit circulation
produit e Chambreur avec trois temps de chambrage : 30 s, 1 min et 2 min, définis
pour un débit nominal de 10L/h
e Echangeur a plaques pour zone de refroidissement
e Cuve 8 L inox stockage du produit pasteuris€, couvercle inox amovible,
vanne de vidange en fond de cuve
e Deux vannes d'isolement pour alimentation de [I'échangeur de
Circuit 5t de refroidissement et du systeme de refroidissement interne du groupe

refroidissement

thermorégulateur ;
Débit-métre 25-250 L/h ave vanne de réglage

Circuit
surchauffée

eau

Groupe thermorégulateur, puissance 2kWatt
Alimentation en eau par le circuit eau de ville, vanne d'isolement
Température maximale : 95°C

Circuit nettoyage en
place (NEP)

Pompe centrifuge inox débit 1000 L/h
Connexion sur la cuve inox de stockage de produit par raccords rapides
Connexion sortie échangeur de refroidissement par raccords rapides

Description des repéres

Description des vannes

V1
V2

V5
V6

V8

: vanne de vidange de la cuve d’alimentation

: vanne de vidange de la cuve de réception produit pasteurisé
V3:
V4 :

vanne de nettoyage
vanne d’isolement en eau froide

: vanne de réglage du débit d’eau froide
: vanne d'isolement en eau froide du groupe thermorégulateur
V7:

vanne de vidange du groupe thermorégulateur

: vanne de vidange de la pompe centrifuge NEP

TI1 : température entrée produit

Description des TI2 : temp?rature produ!t sortlfa préchauffage
. TI3 : température produit entrée chambrage

repéres des ) 8 ; .
tempbsratines TI4 : température produit sortie chambrage
2R TI5 : température produit pré-refroidi

TI6 : température produit refroidi
Description des

repéres des débits

Fl1

: débit-meétre a flotteur eau froide, 25-250 L/h
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Document 8

Caractéristiques de la gomme xanthane

Le xanthane est un polysaccharide microbien commercialisé depuis 1964 et dont la production est connue
depuis 1958. Ce polysaccharide a été autorisé comme additif alimentaire en 1969 au USA, en 1971 au
Canada et en 1974 dans I'Union Européenne pour ses propriétés émulsifiantes et stabilisantes.

La chaine principale de ce polysaccharide est constituée par un enchainement de glucopyranoses reliés

entre eux par des liaisons B 1,4 glucosidiques (cellulose) sur lesquels viennent se greffer tous les 2 résidus
de glucose une chaine latérale constituée par 2 résidus de mannopyranoses encadrant 1 résidu d'acide

glucuronique.

mannose pyruviylé
HOOC

HO 9

0

o
HOoE -& OH

CH,

acide glucuronigue

}
|

mannose acétyé CH;

structure cellulose

Les chaines de xanthane s'associent en simple ou double hélice sans qu'il y ait aucune tendance a
s'associer les unes aux autres bien que les charges engendrées par l'acétate ou le pyruvate soient
neutralisées.

Le xanthane est trés utilisé dans les IAA car il est soluble aussi bien a froid qu'a chaud dans I'eau. Il donne
des solutions visqueuses a faible concentration, cette viscosité est indépendante de la température
(excellente stabilité thermique, température de transition gel-sol peut étre supérieure a 100°C), elle dépend
cependant de l'agitation du milieu (viscosité élevée a faible agitation et inversement). Le xanthane est
stable en milieu acide (un avantage sur I'amidon et ses dérivés), il supporte les cycles de congélation-
décongélation sans synérése importante et il posséde en outre une excellente compatibilité avec de
nombreux composés et les sels. Le xanthane posséde enfin de bonnes propriétés émulsifiantes (une
vinaigrette a 60% d'huile est stabilisée pendant plus d'un an par I'adjonction de 0,3% de xanthane).

Tournez la page S.V.P.
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Document 9

Paramétres de la fermentation conduisant a la production
de xanthane par Xanthomonas campestris

Procédé Fed batch

Facteur limitant : source d'azote, taux de dilution : 0,025 — 0,05 h™"
Ensemencement Xanthomonas campestris (Bacille Gram — aérobie strict)

Inoculum a 5% (v/v)
Aération 1vvm d'air

Sources possibles de carbone | Amidon, dextrines, sirop de mais, mélasse, glucose et saccharose,
lactosérum, hydrolysats de céréales, amidon de mais
30a40g/L

Sources possibles d’azote Caséine, farine de soja, sels d'ammonium, peptone, corn steep,
hydrolysats de levures, urée
Rapport C/N : 10/1

Sources diverses MgCl,, KH,PO,

Température 28 a 30°C

pH 7

Durée de fermentation 3 jours

Purification Ajout de solvants (isopropanol, éthanol)

Séchage sur filtre rotatif

Métabolite partiellement associé. Le taux de production est au minimum de 25 g/L mais en
général atteint et peut dépasser 50 g/L.

La pasteurisation et le séchage en fin de procédé permettent de développer les propriétés du
xanthane.




Document 10

Enhanced xanthan production process in shake flasks and pilot scale bioreactors using

industrial semi-defined medium

(extrait de African Journal of Biotechnology, vol10(6), p1029-1038, 7 feb 2011)

MATERIALS AND METHODS

Cell propagation

For the first cell propagation, 1 cryogenic vial from stock culture (containing 1 mL) was taken and used to inoculate
250 ml Erlenmeyer flask containing 50 mL modified YM broth ( glucose, 10 gL™; K;HPQ,, 4 gL™'; yeast extract,
4.0 gL™: MgS0,.7H,0, 0.5 g L-1 and malt extract, 5.0 gL-1). The inoculated flasks were incubated on rotary shaker
(Innova 4080, New Brunswick Scientific Co., NJ, USA) at 150 rpm and 30°C for 24 h. Cells were used thereafter to
inoculate either 250 mL Erlenmeyer flasks of 50 mL working volume or stirred tank bioreactor with inoculum
concentration of 5% (v v').

Xanthan production medium and cultivation conditions

Five different types of broth medium were used in this study for primary evaluation for medium optimization process.
All these media were reported before for their high support for xanthan production. The compositions of these media
in (gL") were as follows: Medium 1: Glucose, 55.0; defatted soybean flour, 4.6; KH,PO4, 2.0 MgS04.7H,0, 0.5;
FeCl;.6H,0, 0.00333; MnSO4.H,0, 0.00022; ZnSO,4.7H,0, 0.00117; CuS04.5H,0, 0.00062 and HiBOs;, 0.000067
(Honma et al., 1996). Medium 2: Sucrose, 42.0; NH4NO3, 1.125; (NH4),HPO,, 0.217; MgS0,.7H,0, 0.25 and defatted
soy-bean meal, 15.0 (Letisse et al., 2001). Medium 3: Glucose, 27.5; yeast extract, 3.0; KH,PO,;, 2.0 and
MgS0,4.7H20, 0.1 (Shu and Yang, 1990). Medium 4: Sugar cane molasses, 175.0; yeast extract, 5.0; peptone, 10.0:
NaCl, 10.0 and K;HPO,, 4.0 (Kalogiannis et al., 2003). Medium 5: Glucose, 33.0; citric acid, 2.0; yeast extract, 0.75;
peptone, 0.34; MgS0,4.7H20, 0.49; NH4SO,, 3.33; H3BO,4, 0.0072; FeCls;.6H.0; 0.0042; KH,PO,, 0.0042; CaCOs,,
0.029, and ZnO, 0.006 (Esgalhado et al., 1995).

For all media used, the pH was adjusted to 7.0 before sterilization. The carbon source was autoclaved separately and
added to the fermentation medium before inoculation. In case of shake flasks, the inoculated flasks were incubated on
rotary shaker at 200 rpm and 30°C. The bioreactor used in this study was carried out using 16-L pilot scale stirred tank
bioreactor (BioEngineering, Wald, Switzerland) with working volume of 8 L. The stirrer was equipped with two 6-
bladded rushton turbine impellers (di (impeller diameter) = 85 mm; dt (tank diameter) = 214 mm). The agitation speed
was 200 rpm throughout the cultivation. Aeration was performed using filtered sterile air and supplied continuously to
the bioreactor with rate of 1 v min™'. Foam was suppressed by the addition of silicon antifoam grade A (Sigma-Aldrich
Inc., USA). During the cultivation process, pH value and dissolved oxygen concentration were determined using pH
and DO polarographic electrodes, respectively (Ingold, Mettler-Toledo, Switzerland). In case of pH controlled culture,
the medium pH was adjusted to 5.5 by cascading the pH controller with acid/base feeding peristaltic pumps connected
with 2.5 M HCI and NH,OH, respectively.

Analysis

Samples in form of 3 flasks of 50 mL broth for each (in case of shake flask experiments) or 30 mL (in case of
bioreactor cultivations) were taken at different time intervals during cultivations. Samples were chilled on ice and
centrifuged immediately (33,000 g for 30 min at 4°C) to separate cells from the broth. In samples of high xanthan
concentration, samples were diluted in KCI (1% w/v) to decrease sample viscosity and thereby improve cell separation
from broth. The supernatant was removed and stored at -20°C for further analysis. Cell biomass was washed in KCI
solution 1%, centrifuged at 9,000 g for 10 min at 4°C in pre-weighed falcon tubes, the cells were washed two times
with distilled water and the tubes were dried to constant weight at 60°C in vacuum oven. The difference in tube weight
was used to calculate the cell dry weight concentration by relating this value to the initial sample volume.
Determination of xanthan concentration in the supernatant broth was carried out by polysaccharide precipitation with
three volumes of 95% ethanol according to the method of Cadmus and Knutson (1983). The precipitate was dissolved
in 1% KCI solution, reprecipitated again using ethanol and dried to constant weight at 60°C in vacuum oven.

Tournez la page S.V.P.
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RESULTS AND DISCUSSION
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Figure 1. Cell growth and xanthan production in different types of media.

CDW : cell dry weight
Yeix : Yield coefficient, which represents the gram of polysaccharide produced by gram cell biomass
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En analysant les différents constituants des milieux, un milieu optimal a été défini pour la poursuite des études en
bioréacteur.

Table 1. Kinatics of cell growth and xanthan groduetion In dilerant meda, production scales and

conditons.
Shake flask Bioreactor
Parameters Non-optimized | Oplimized pH pH
medium medium | unconirolled | controlled
Growth parameters
Xre:[g L] 240 438 4.45 2.77
dedt gL’ h) 0.029 0.045 0.067 0.044
| wih] 0.028 0.028 0.030 0.083
Production parameters
Pracfg L] 1.7 19.9 28.45 2785
Qe fgL" b 0.14 024 0.44 0.48
Yex[gg'] 49 £.38 6.7 11.08
B Bl a
& 6r 1 E 8
“-‘__—'“‘—_\—._,__
4 4L .
2 + )
10 . 12p
r /’
g 1 10+ "“’.{.. \\._...
| -»®
= el stteter,, s I **
‘% .O"”/ £ gL /
> a4t R - g e
Y ™ ]
il o 1 2f P ]
.
o ;.__, . = > . ” - . = = 0 i ’ . . . _— — v
S5 {40 440
50 ) E P SF 135
_ :g - '_@.._._..._i.:ﬁ.. g g Ly _ 4 - _:
o A0 - Pt ity 7 = P 5 : )
2 385 .,.—' v.ﬁ'. teeces, 5 B = "+ AT T SRR P §
a0 - £ ab / ; ]
§ o ”./? ’/9 . % oY R Eg ke, 2§
L 20} . o Ll : 2t ¥ ; {15 4
& :z - i/.+ " j PN 1 ._-_,. .« 110 1
0.5 “,x"/ .I'. 1° _,w-'.ll. O'-’ i
% 20 40 60 80 10 120 ° ) 20 40 80 80 100 120
time [h] time [h]
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