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(57) Abstract : The invention relates to a method, termed "bionative"

Fig 1

method, for preparing a leaven, in which: an unpasteurized milk is selected

from the group formed from unpasteurized milks of which the pH is

capable of reaching, during a step of stabilizing fermentation by acidifying
lactic fermentation of the unpasteurized milk, at at least one selection
temperature, a value of 5.5 in more than 15 h, and a minimum value of 5.0
in less than 48 h, and then an unpasteurized milk-stabilizing treatment is
carried out, said treatment comprising at least one step, termed stabilizing
fermentation step, of acidifying lactic fermentation of a fermentation
medium, including a first stabilizing fermentation step carried out using a
fermentation medium comprising said unpasteurized milk, in which at
least one stabilizing fermentation step is interrupted when the pH of the
fermentation medium reaches a value of between 4.9 and 6.0.

(57) Abrégé : L'invention concerne un procédé, dit procédé « bionatif »,
de préparation d'un levain dans lequel : on choisit un lait cru dans le
groupe formé des laits crus dont le pH
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est susceptible d'atteindre, lors d'une étape de fermentation stabilisante par fermentation lactique acidifiante du lait cru, a au moins
une température de sélection, une valeur de 5,5 en plus de 15 h, et une valeur minimum de 5,0 en moins de 48 h, puis, on réalise
un traitement de stabilisation de lait cru, ledit traitement comprenant au moins une étape, dite étape de fermentation stabilisante,
de fermentation lactique acidifiante d'un milieu de fermentation, dont une premiére étape de fermentation stabilisante réalisée a
partir d'un milieu de fermentation comprenant ledit lait cru, dans lequel on interrompt au moins une étape de fermentation
stabilisante lorsque le pH du milieu de fermentation atteint une valeur comprise entre 4,9 et 6,0.
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PROCEDE DE PREPARATION D’UN LEVAIN A PARTIR DE LAIT CRU,

LEVAIN OBTENU PAR CE PROCEDE ET UTILISATION DE CE LEVAIN
POUR LA FABRICATION D’UN PRODUIT LAITIER

L’invention concerne un procédé de préparation d’un levain a
partir de lait cru, un levain obtenu par ce procédé et 1’utilisation de ce levain pour la
fabrication d’un produit laitier.

Les directives sanitaires visant a réduire les risques
d’intoxication alimentaire en éliminant les flores pathogenes dans les produits
laitiers obligent les professionnels de I’industrie laitiere a prendre, dans les proceédés
de production et de collecte des laits, des mesures drastiques d’hygiene, notamment
des mesures de désinfection et de décontamination des locaux de traite, des
mamelles des animaux, des dispositifs de traite et des dispositifs de stockage des
laits. En outre, ces directives ont conduit a la généralisation des procédeés de
stockage réfrigéré du lait pendant 48 h a 72h a la ferme, notamment a une
température de 1’ordre de +4°C. A cet égard, le document Michel V. et al, (2001),
Lait, 81, pp575-592, décrit 'impact de conditions sanitaires vari€es, adoptées lors
de la production de laits de vache, sur la diversit¢ biologique de la flore
microbienne de ces laits crus.

Cependant le déclin de la quantit¢ moyenne des flores
pathogenes dans les productions laitieres, résultant de la mise en ceuvre de ces
methodes, s’accompagne de la diminution sensible, dans les laits crus, de la quantite
moyenne des flores utiles pour la fermentation des laits et pour I’affinage de
produits laitiers issus de laits crus, notamment des fromages.

En outre, pour satisfaire aux exigences sanitaires, visant a
limiter les flores pathogenes dans les laits crus, et en méme temps bénéficier d’une
flore numériquement importante et adaptée pour réaliser la fermentation lactique du
lait, I’industrie laitiere préconise 1’utilisation de ferments, appelés ferments issus de
co-culture, dont la composition est parfaitement définie et aisément reproductible.
Ces ferments issus de co-culture sont constitués d’une souche ou d’un petit nombre

de souches microbiologiques pures, sont €labores par isolement et clonage de ces
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souches pures dans des laboratoires de recherche, et sont donc exempts de germes
potentiellement pathogenes. Ces ferments issus de co-culture sont, par exemple,
constitués d’une combinaison d’une ou plusieurs souche(s) bactérienne(s)
acidifiante(s) et d’une ou plusieurs souche(s) bactérienne(s) non acidifiantes
adaptées pour le typage des produits obtenus a partir de ces ferments.

Cependant, le deéveloppement des propri¢tés organoleptiques
et les qualités sensorielles des fromages au lait cru, ainsi que leur typicité
caractéristique d’une zone géographique ou géomorphologique, appelée terroir, est
une conséquence directe de [’utilisation de laits crus présentant une flore
naturellement diversifiée, elle-méme caractéristique de ce terroir. En effet, les
qualités organoleptiques originales des fromages au lait cru proviennent de
I’expression d’un grand nombre de molécules odorantes et gustatives de faible poids
moléculaire, produites lors de dégradations enzymatiques de divers constituants,
notamment protéiques, du lait. Ainsi, la richesse et la diversité microbiologique des
laits crus permettent 1’expression d’équipements enzymatiques eux-mémes riches et
diversifiés qui sont a I’origine de la production, dans les milieux de fermentation,
notamment de fermentation lactique, et dans les milieux d’affinage, de molécules a
I’origine des saveurs et des odeurs caracteristiques des fromages au lait cru.

On connait déja différents procédés permettant de préparer un
concentré de cellules bactériennes a partir de souches microbiologiquement pures.

Dans un premier type de solution connue (cf. par exemple
GB 1 205 733), on prépare un concentré de cellules bactériennes a partir d’une
souche structurellement caractérisée et commercialement disponible de
Streptococcus cremoris. Une telle solution ne permet pas de préparer, a partir de lait
cru, un levain présentant une flore microbiologique riche et diversifiée, dont la
composition microbiologique est représentative de la zone géographique et des
pratiques de production du lait cru.

Un deuxieme type de solution connue (WO 2006/067136)
semblable au précedent est un procédé de préparation rapide d’un concentré de
bactéries lactiques notamment de Lactococcus lactis, ssp cremoris utilisant un

extrait de levure a titre d’accélérateur de croissance. Une telle solution ne permet
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pas non plus de préparer, a partir de lait cru, un levain fortement diversifié.

L’invention vise a pallier ces inconvénients en proposant un
procédé de préparation, a partir de lait cru, d’un levain formé d’un grand nombre
d’especes microbiologiques, notamment bactériennes, différentes.

L’invention vise a proposer un proceédé de préparation d’un
levain dont la composition comprend un grand nombre d’especes microbiologiques
différentes et regroupe 1’essentiel de la flore fromagere utile du lait cru.

L’invention vise aussi a proposer un tel procéde ne faisant
appel a aucun traitement du lait cru par des compositions antiseptiques,
antibiotiques, bactériostatiques ou par €léments chimiques susceptibles d’inhiber ou
stimuler la croissance de la flore du lait cru.

L’invention vise également a proposer un tel procédé ne
faisant appel a aucun ajout volontaire de micro-organisme.

L'invention vise également et plus particulierement a proposer
un tel procédé qui tend a se conformer aux contraintes de sécurité sanitaire
auxquelles sont soumis les producteurs de lait et I’'industrie laitiere.

L'invention vise de surcroit a proposer un tel procedé qui
préserve les habitudes de travail des personnels, qui soit facile a utiliser, et qui
n'implique pour sa mise en ceuvre que peu de manipulations.

L’invention vise €¢galement a proposer un tel procéde réalisé a
partir de moyens et de dispositifs peu onéreux.

Par ailleurs, I’invention vise a proposer un levain, notamment
mais pas exclusivement un levain obtenu par un tel procédé, et constitu€¢ d’un grand
nombre d’especes microbiologiques regroupant I’essentiel de la flore fromagere
utile du lait cru.

L’invention vise en outre a proposer un tel levain regroupant
I’essentiel de la flore native du lait cru diminuée cependant de la flore pathogene et
de la flore susceptible d’altérer les qualités organoleptiques des produits laitiers
obtenus ultérieurement avec un tel levain.

L’invention vise a proposer un tel levain susceptible d’étre

utilisé en particulier pour la fabrication, a partir de lait traité par thermisation, par
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microfiltration, ou encore par pasteurisation, de produits laitiers, notamment de
fromages, présentant des caractéristiques organoleptiques s’approchant de celles de
produits laitiers élaborés directement a partir de laits crus.

L’invention vise en outre a proposer un tel levain biodiversifié
constitué d’un grand nombre d’especes microbiologiques et présentant une
résistance accrue aux accidents de fermentation, notamment aux accidents lytiques
provoqués par des bactériophages.

L’invention vise en outre a proposer un tel levain
biodiversifi€, constitu¢ d’un grand nombre d’especes microbiologiques, qui est
résistant au développement ultérieur de micro-organismes pathogenes dans le
levain, notamment par un effet de compétition trophique, dit effet barriere, lors
d’une contamination de faible ampleur.

L’invention vise en outre a proposer un levain présentant une
diversité microbiologique garantissant la stabilité du levain, la conservation de ses
propriétés organoleptiques et permettant sa commercialisation.

L’invention vise en outre a proposer un levain fabriqué a
partir de lait cru, répondant aux criteres actuels de qualité sanitaire.

L’invention vise €galement a proposer un tel levain dont la
composition microbiologique est représentative de la typicité d’une zone
geéographique présentant des caractéristiques communes, de la spécificité des
pratiques agricoles et laitiecres de cette zone géographique, et de ses flores
saisonnieres.

L’invention vise €galement a proposer un tel levain de faible
colit de revient.

Un autre objectif de 1’invention est de proposer 1'utilisation
d’un tel levain pour conférer aux aliments fabriqués a partir de ce levain des
propriétés organoleptiques, notamment des arOmes, des golts et des textures,
typiques d’une zone géographique.

L’invention vise en outre 'utilisation d’un tel levain pour
apporter, a des aliments fermentés fabriqués a partir de ce levain, une flore

microbienne variée, équilibrée et vivante.



WO 2010/001073 PCT/FR2009/051314

10

15

20

25

30

5

L’invention vise en outre I'utilisation d’un tel levain pour la
préparation d’un probiotique alimentaire comprenant des micro-organismes vivants
et diversifiés susceptible de limiter le développement de micro-organismes néfastes,
notamment de micro-organismes pathogenes opportunistes.

L’invention vise en outre 1’utilisation d’un tel levain pour une
production fromagere homogene, reproductible et présentant un rendement élevé de
production.

Dans toute la suite :

- le terme « lait cru» désigne non seulement un lait qui n’a subi aucun
traitement a une température supérieure a la température du lait en sortie
de mamelle, mais aussi plus largement un lait qui n’a subi aucun
traitement physique ou thermique susceptible d’éliminer ou de détruire
des germes microbiologiques. On sait que le lait cru produit par des
animaux sains est sensiblement stérile en sortie de la mamelle, et que la
flore présente dans le lait cru apres la traite est constituée de micro-
organismes exogenes caractéristiques de 1’environnement de production
de ce lait cru.

- le terme « flore utile » désigne 1’ensemble de la flore du lait cru
participant a la maturation, a 1’acidification et a la coagulation du lait cru
et au développement de la flore de surface. La flore utile, aussi appelée
flore fromagere ou encore flore technologique, comprend par exemple, et
a titre non limitatif, les lactocoques, notamment Lactococcus cremoris,
Lactococcus diacetylactis, les lactobacilles et les bacteéries du genre
Leuconostoc.

- le terme « flore néfaste » désigne 1’ensemble de la flore du lait
contribuant a 1’altération soit des proprietés organoleptiques (flore
d’altération), soit de la qualité sanitaire (flore pathogene) du produit
laitier final. La flore d’altération comprend notamment la famille de
Pseudomonas et des bactéries coliformes en général. La flore pathogene
comprend les Staphylocoques a coagulase positive, notamment

Staphylococcus aureus, la famille des Listéria, notamment Listeria
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monocytogenes, les salmonelles et Escherichia coli.

L'invention concerne donc un procedé de préparation d’un
levain dans lequel :

- on choisit un lait cru dans le groupe formé des laits crus dont le pH est
susceptible d’atteindre, lors d’une é&tape, dite ¢€tape de sélection, de
fermentation stabilisante par fermentation lactique acidifiante du lait cru, a
au moins une temperature, dite température de selection, comprise entre
20°C et 42°C, une valeur de 5,5 en plus de 15 h, et une valeur minimum de
5,0 en moins de 48 h, puis,

- on réalise un traitement de stabilisation de lait cru, ledit traitement
comprenant au moins une €tape, dite étape de fermentation stabilisante, de
fermentation lactique acidifiante d'un milieu de fermentation, dont une
premiere étape de fermentation stabilisante réalisée a partir d'un milieu de
fermentation comprenant ledit lait cru, dans lequel on interrompt au moins
une étape de fermentation stabilisante dudit traitement lorsque le pH du
milieu de fermentation atteint une valeur comprise entre 4,6 et 6,0 -
notamment une valeur comprise entre 4,9 et 5,6- en particulier une valeur de
I’ordre de 5,2.

Les laits crus produits dans des exploitations laitieres
respectant les normes sanitaires actuellement en vigueur, présentent une densité
microbiologique globalement faible, notamment une densit¢ microbiologique
sensiblement inférieure a celle des laits crus produits dans des exploitations laitieres
ne respectant pas ces directives sanitaires. Cependant ces laits crus, présentant une
densité microbiologique globalement faible, contiennent néanmoins une flore
microbiologique suffisamment nombreuse et diversifiée pour permettre
I’¢laboration de levains, présentant une flore diversifiée, susceptibles de typer les
produits obtenus a partir de ces levains.

Les inventeurs on constaté que, quelle que soit leur origine et
leur nature, la plupart des laits crus produits dans ces exploitations laitieres peuvent
étre avantageusement enrichis en flore utile par un traitement de stabilisation

comprenant au moins une ¢tape de fermentation stabilisante dans laquelle on
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interrompt la fermentation lactique acidifiante lorsque le pH du milieu de
fermentation atteint une valeur comprise entre 4,6 et 6,0 -notamment une valeur
comprise entre 4,9 et 5,6-, en particulier une valeur de 1’ordre de 5,2.

D’autre part, ce traitement de stabilisation permet non
seulement d’augmenter le titre microbiologique du milieu de fermentation, mais
¢galement de favoriser le développement, dans le milieu de fermentation, des flores
utiles aux dépends des flores d’altération et des flores pathogenes dudit milieu de
fermentation.

Les inventeurs ont constaté avec surprise que 1’interruption de
la fermentation lactique acidifiante lorsque le pH du milieu de fermentation atteint
une valeur comprise entre 4,6 et 6,0 -notamment une valeur comprise entre 4,9 et
5,6-, en particulier une valeur de ’ordre de 5,2, permet, quelle que soit I’origine et
la nature du lait cru, de favoriser la croissance des micro-organismes
hétérofermentaires de la flore utile du milieu de fermentation tout en limitant la
croissance des micro-organismes acidophiles stricts. En outre, cette interruption
permet de modifier, de fagon différentielle, les taux de croissance respectifs des
différentes flores présentes dans le milieu de fermentation, et d’enrichir le milieu de
fermentation en flores fromageres diversifiées issues du lait cru.

Les inventeurs ont observé qu’il est possible de choisir les
laits crus susceptibles d’étre utilisés pour la préparation d’un levain selon
I’invention en reéalisant une fermentation lactique acidifiante a une température, dite
température de sélection, adaptée pour permettre la croissance de la flore du lait cru,
ladite température de sélection étant comprise entre 20°C et 42°C, notamment de
I’ordre de 27°C, et en sélectionnant les laits fermentés dont le pH atteint la valeur de
5,5 en plus de 15 h, et la valeur minimale de 5,0 en moins de 48 h. Ainsi, on
sélectionne des laits crus dont la flore est diversifiée et adaptée pour réaliser une
acidification lente du lait cru a au moins une température de s€lection.

Avantageusement et selon 1’invention, on réalise cette étape
d’identification et de sé€lection des laits crus susceptibles d’étre utilis€és pour la
préparation d’un levain, a une température de sélection de 1’ordre de 27°C,

notamment a la température de 27°C, de fagon a sélectionner les laits crus riches en
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flores mésophiles présentant cette double propriété d’acidification lente et
stabilisante. Le lait ainsi sélectionné est un lait cru riche en flores mésophiles qui, a
la température de sélection de 27°C, permettent une acidification lente d’un milieu
de fermentation d’une premicre €tape de fermentation stabilisante selon I’invention.

On peut qualifier un tel procédé selon I’invention de procédé
« bionatif ». En effet, 1l tire avantage de la biodiversité du lait et en particulier de la
biodiversité du lait cru natif. Par extension on qualifiera de « levain natif » un tel
levain selon I’invention obtenu par un procédé « bionatif » selon I’invention.

Avantageusement et selon D’invention, on réalise ladite
premiere étape de fermentation stabilisante sans ajout ni retranchement artificiel
d’especes microbiologiques au/du lait cru. En particulier, on réalise chaque étape de
fermentation stabilisante sans ajout mni retranchement artificiel d’especes
microbiologiques au/du lait cru.

Avantageusement et selon I’invention, on réalise chaque étape
de fermentation stabilisante a une température prédéterminée comprise entre 18°C
et 35°C, notamment a une température prédéterminée comprise entre 23°C et 30°C,
particuliecrement a wune température prédéterminée de 'ordre de 27°C.
Avantageusement, on réalise chaque étape de fermentation stabilisante a une
température prédéterminée de 27°C. Les inventeurs ont observé qu’une température
prédéterminée comprise entre 18°C et 35°C, notamment une température
prédéterminée comprise entre 23°C et 30°C, particuliecrement une température
prédéterminée de 1’ordre de 27°C est adaptée pour favoriser la croissance des
micro-organismes mésophiles dans le milieu de fermentation, notamment des
micro-organismes meésophiles hétérofermentaires de la flore utile. Plus
particulierement, une telle température prédéterminée d’une étape de fermentation
stabilisante est adaptée pour permettre la diminution de la proportion de la flore
d’altération par rapport a la flore totale dans le milieu de fermentation. Encore plus
particulierement, une telle température prédéterminée d’une étape de fermentation
stabilisante est adaptée pour favoriser la flore thermo-tolérante présentant des
conditions optimales de croissance proches des conditions de croissance de la flore

thermophile et augmenter la biodiversité de la flore du milieu de fermentation.
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Avantageusement et selon I’invention, on interrompt la
premiere étape de fermentation stabilisante apres une durée de fermentation lactique
acidifiante du milieu de fermentation comprise entre 12 h et 36 h, en particulier
entre 17 h et 24 h.

Les inventeurs ont observe que |’acidification lente d’un
milieu de fermentation lors d’une premiere étape de fermentation stabilisante, en
particulier une acidification permettant de diminuer le pH du milieu de fermentation
a une valeur comprise entre 4,6 et 6,0 -notamment a une valeur comprise entre 4,9
et 5,6- en particulier a une valeur de 1’ordre de 5,2, en plus de 12 h et en moins de
36 h, notamment en plus de 17 h et en moins de 24 h, permet d’amplifier la flore
constitutive du milieu de fermentation.

En Pespece, les inventeurs ont observe que I’amplification de
la flore constitutive du milieu de fermentation lors d’une premicre étape de
fermentation stabilisante ne conduit pas a une sélection d’un petit nombre d’especes
microbiologiques du milieu de fermentation (ni donc a une réduction du nombre
d’especes microbiologiques présentes dans ledit milieu de fermentation), mais au
contraire a la croissance de 1’essentiel des especes microbiennes initialement
présentes dans le milieu de fermentation.

En outre, une telle étape de fermentation stabilisante d’un
milieu de fermentation forme¢ d’un lait cru permet de modifier les proportions
relatives des différentes especes microbiologiques présentes dans le milieu de
fermentation, tout en conservant 1’essentiel des especes microbiologiques
constitutives de la flore utile nécessaire a 1’¢laboration d’un levain, dont la
biodiversité est représentative de la biodiversité de la flore microbiologique
constitutive du lait cru ayant servi a sa préparation.

Avantageusement et selon [’invention, le milieu de
fermentation de la premiere étape de fermentation stabilisante est un lait cru issu de
mammifere, notamment un lait cru choisi dans le groupe formé du lait cru issu de
vache, du lait cru issu de brebis, du lait cru issu de chévre et du lait cru issu de
bufflonne. En particulier, le milieu de fermentation d’une premiere étape de

fermentation stabilisante est un lait cru issu d’animaux de la classe des mammiferes,
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a I’exception des laits issus d’animaux faisant partie de 1’ordre des monotremes.

En effet, les inventeurs ont observe que I’acidification lente
d’un milieu de fermentation formé d’un lait cru, lors d’une premiere €tape de
fermentation stabilisante, en particulier une acidification permettant de diminuer le
pH du milieu de fermentation a une valeur comprise entre 4,6 et 6,0 -notamment a
une valeur comprise entre 4,9 et 5,6-, en particulier a une valeur de I’ordre de 35,2,
en plus de 12 h et en moins de 36 h, notamment en plus de 17 h et en moins de 24 h,
permet d’amplifier I’essentiel de la flore -notamment de la flore utile- constitutive
du lait cru.

En particulier, une telle étape de fermentation stabilisante
lente d’un milieu de fermentation forme¢ d’un lait cru permet de diminuer la
proportion de la flore d’altération dans des laits riches en flores d’altération au
profit de flores utiles diversifi€ées dans le milieu de fermentation a pH sensiblement
compris entre 4,6 et 6,0 -notamment a une valeur comprise entre 4,9 et 5,6-, en
particulier a une valeur de 1’ordre de 5,2 obtenu a I’issue d’une premiere €tape de
fermentation stabilisante d’un traitement de stabilisation.

Ce résultat surprenant n’a pas d’explication claire. Les
inventeurs pensent qu’il pourrait €tre di, au moins en partie, au fait que
I’acidification lente d’un milieu de fermentation formé d’un lait cru génere, au cours
de I’acidification lente, des conditions physico-chimiques variées susceptibles de
permettre la croissance de la flore utile et en permettant 1’établissement d’un
¢quilibre stable entre toutes les especes microbiologiques constitutives du milieu de
fermentation.

En outre, Damplification de I’essentiel des especes
microbiologiques de la flore utile dans le milieu de fermentation lors d’une
premiere €tape de fermentation stabilisante, s’accompagne aussi d’une
augmentation de la proportion des bactéries coliformes, notamment des bactéries
pathogenes du genre Escherichia coli, dans ledit milieu de fermentation. Les
inventeurs ont observé avec surprise que la proportion de bactéries coliformes,
notamment des bactéries pathogenes du genre Escherichia coli du milieu de

fermentation a I’issue de la premiere étape de fermentation stabilisante, décroit dans
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les milieux de fermentation formés a 1’issue des étapes ultérieures de fermentation
stabilisante.

Avantageusement et selon 1’invention, le milieu de
fermentation de la premiere étape de fermentation stabilisante comprend des micro-
organismes vivants a une concentration comprise entre 510° et 510° micro-
organismes vivants/mL. Particuliecrement, il est possible que le milieu de
fermentation de la premiere étape de fermentation stabilisante soit un lait cru
propre, c'est-a-dire comprenant de I’ordre de 10* micro-organismes vivants/mL. Il
est aussi possible que le milieu de fermentation de la premiere étape de fermentation
stabilisante soit un lait cru comprenant plus de 10° micro-organismes vivants/mL, -
notamment de ’ordre de 2 10° micro-organismes vivants/mL-. Il est aussi possible
que le milieu de fermentation, formé d’un lait cru, de la premiere étape de
fermentation stabilisante soit un lait cru ultra-propre comprenant moins de 10*
micro-organismes vivants/mL -notamment de I’ordre de 5 10° micro-organismes
vivants/mL-. De facon génerale, le milieu de fermentation, formé d’un lait cru, de la
premicre ¢tape de fermentation stabilisante est un lait cru exempt de micro-
organismes pathogenes des genres Listeria et Salmonella.

Avantageusement et selon I’invention, on réalise au moins
deux -notamment six- étapes successives de fermentation stabilisante, chaque étape
de fermentation stabilisante €tant interrompue (une interruption de la fermentation
¢tant réalis€e entre les deux €tapes successives). En particulier, on réalise apres une
premiere étape de fermentation stabilisante d’un lait cru, une succession de
plusieurs étapes ultérieures de fermentation stabilisante d’un traitement selon
I’invention de fagon a appauvrir le milieu de fermentation en flore d’altération, en
flores coliformes et en bactéries du genre Escherichia coli et de fagon a enrichir le
milieu de fermentation en flore utile. Particulierement, les inventeurs ont observé
que la realisation de six €tapes de fermentation stabilisante successives a partir d’un
lait cru permet d’obtenir, a I’issue des six €tapes de fermentation stabilisante, un
milieu de fermentation dont la valeur de pH est sensiblement comprise entre 4,6 et
6,0 -notamment comprise entre 4,9 et 5,6-, en particulier de 1’ordre de 5,2,

contenant une proportion de 1’ordre de quelques micro-organismes, notamment de 1
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a 10 micro-organismes, appartenant a la flore d’altération pour 10° micro-
organismes totaux. En variante, et avantageusement, on réalise au moins dix €tapes
de fermentation stabilisante successives a partir d’un lait cru le nombre d’€tapes de
fermentation stabilisante successives €tant adapté pour obtenir une telle proportion
de la flore d’altération par rapport a la flore totale.

Or, les inventeurs ont constat¢ de facon surprenante que
I’accroissement de la proportion des bactéries coliformes, notamment des bactéries
pathogenes du genre Escherichia coli, par rapport a la flore totale, de fagon
concomitante a la diminution de la proportion de la flore d’altération, dans le milieu
de fermentation formé d’un lait cru d’une premicre étape de fermentation
stabilisante, est une caractéristique propre a cette premiere €tape de fermentation
stabilisante d’un milieu de fermentation formé d’un lait cru. En effet, lors d’étapes
ultérieures de fermentation stabilisante d’un traitement de stabilisation, la
proportion des bactéries coliformes, notamment des bactéries pathogenes du genre
Escherichia coli par rapport a la flore totale, diminue dans les milieux de
fermentation successifs des étapes ultérieures de fermentation stabilisante, jusqu’a
atteindre, par exemple, une valeur inférieure a 0,01%, notamment de 1’ordre de
0,001%, voire méme une quantité non-détectable de germe pathogene du genre
Escherichia coli. Ainsi dans le milieu de fermentation d’une ¢€tape ultérieure de
fermentation stabilisante d’un traitement de stabilisation, le nombre total de micro-
organismes atteint une valeur de 1’ordre de 2 10° micro-organismes/mL, tandis que
la proportion des bactéries du genre Escherichia coli par rapport a la flore totale,
diminue jusqu’a atteindre, une valeur inférieure a 0,01%, notamment de I’ordre de
0,001%, en particulier une valeur nulle.

Il est a noter que cette proportion des bactéries du genre
Escherichia coli par rapport a la flore totale dans un milieu de fermentation d’une
¢tape ultérieure de fermentation stabilisante est sensiblement inférieure a la
proportion de ces mémes bactéries du genre Escherichia coli par rapport a la flore
totale dans un lait cru.

Les inventeurs ont observé que dans un milieu de

fermentation d’une €tape ultérieure de fermentation stabilisante, la proportion des
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bactéries Escherichia coli dans les milieux de fermentation d’étapes ultérieures de
fermentation stabilisante successives diminue jusqu’a atteindre une proportion de
I’ordre de quelques bactéries du genre Escherichia coli pour 10° micro-organismes
totaux.

Dans un milieu de fermentation d’une étape ultérieure de
fermentation stabilisante, la proportion des coliformes, des staphylocoques, des
levures et des moisissures diminue lors des €tapes successives de fermentation
stabilisante jusqu’a ce que ces especes ne soient plus détectables dans le milieu de
fermentation d’une fermentation stabilisante ultime.

En particulier, les inventeurs ont observé que la réalisation
d’une pluralit¢ d’étapes successives de fermentation stabilisante conduit a la
stabilisation d’un écosysteme complexe formé€ des micro-organismes vivants
constitutifs de la flore utile du lait cru et dont la composition est diversifice et
stable. De facon encore plus surprenante, les inventeurs ont constat€¢ que la
réalisation d’une pluralite¢ d’€tapes successives de fermentation stabilisante conduit
a un €cosysteme sensiblement exempt de flore d’altération et de flore pathogene.

Ainsi, contrairement a un ferment issu de co-culture formé
d’un petit nombre de souches de micro-organismes, notamment une, deux ou trois
souche(s) de micro-organisme(s), qui ne se stabilise pas a 1’identique lors de
repiquages successifs et tend vers la sélection d’une souche unique qui se développe
seule au sein de 1’écosysteme, le procéde selon I’invention permet la stabilisation
d’un écosysteme complexe, comprenant plusieurs dizaines de souches différentes de
micro-organismes issus du lait cru, et comprenant en particulier 1’essentiel de la
flore utile dudit lait cru.

En particulier, les inventeurs ont observé que les cinétiques
d’acidification des milieux de fermentation des étapes successives ultérieures de
fermentation stabilisante d’un traitement de stabilisation présentent des profils
sensiblement similaires. En particulier, ces profils présentent une phase de latence
dont la durée est sensiblement conservée d’une étape a l'autre et une phase
d’acidification rapide dont la valeur absolue maximale de la pente est sensiblement

conservée d’une étape a I’autre.
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Avantageusement et selon ’invention, on interrompt chaque
¢tape de fermentation stabilisante par refroidissement du milieu de fermentation a
une temperature inférieure a +4 °C, notamment a une température comprise entre
0°C et +4°C. Ainsi, on interrompt la fermentation lactique acidifiante dudit milieu
de fermentation sans addition de substance visant a modifier les propriétés physico-
chimiques, notamment les propriétés acido-basiques, et biologiques dudit milieu de
fermentation. Une telle température comprise entre 0°C et +4°C est adaptée pour
permettre un refroidissement rapide du milieu de fermentation issu de I’étape de
fermentation et pour préserver sensiblement la totalité du potentiel de revivification
des flores contenues dans ce milieu. Une telle température de refroidissement du
milieu de fermentation est en outre adaptée pour €viter une croissance préférentielle
des micro-organismes psychrophiles lors du refroidissement et de la conservation
du milieu de fermentation.

Avantageusement et selon 1’invention, on réalise au moins une
¢tape, dite €tape ultérieure de fermentation stabilisante, apres la premicre €tape de
fermentation stabilisante, a partir d'un milieu de fermentation formé d’une quantité
d’un milieu de culture liquide et d’une quantit¢ d’un milieu de fermentation, dit
milieu de fermentation précédent, obtenu a l'issue d’une étape précédente de
fermentation stabilisante, dans un rapport volumique de la quantit¢ de milieu de
fermentation précédent sur la quantité de milieu de fermentation compris entre 0,5%
et 25%, notamment compris entre 1% et 5%, en particulier de I’ordre de 2 %.

Avantageusement et selon 1’invention, le milieu de culture
liquide est un jus lactosé, stérilisé et osmosé, contenant entre 4% et 20% en masse
d’extrait sec, notamment 12% en masse d’extrait sec. Un jus lactosé, stérilis¢ et
osmos€, selon la présente invention est un liquide stérilisé, contenant du lactose,
dont les caracteres salins et vitaminés sont €quilibrés. En particulier, le milieu de
culture liquide est choisi dans le groupe formé des laits d’origine naturelle, des laits
standardisé€s et des laits reconstitués, susceptibles de subir une acidification par des
bactéries lactiques. Plus particulierement, le milieu de culture liquide est un lait
d’origine naturelle choisi dans le groupe formé des laits pasteurisés, des laits

thermisés et des laits micro-filtrés ou de tout autre lait d’origine naturelle.
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Avantageusement et selon l'invention, le pH du milieu de
culture liquide est compris entre 6,5 et 7,0, notamment sensiblement de 1’ordre de
6,6. Les inventeurs ont observé qu’un milieu de culture formé d’un lait contenant
entre 4% et 20% en masse d’extrait sec présente un pouvoir tampon suffisant pour
permettre sensiblement la neutralisation de 1’acidit¢ du milieu de fermentation
obtenu par melange d’une quantité du milieu de culture liquide et d’une quantité du
milieu de fermentation précédent dont la valeur de pH est comprise entre 4,6 et 6,0 -
notamment comprise entre 4,9 et 5,6-, en particulier de I’ordre de 5,2, d’une étape
de fermentation stabilisante précédente.

Avantageusement et selon [Dinvention, ledit milieu de
fermentation précédent présente une valeur de pH comprise entre 4,6 et 6,0 -
notamment entre 4,9 et 5,6-, en particulier de ’ordre de 5,2, et contient entre 5 107
et 5 10° micro-organismes/mL.

En outre, avantageusement et selon 1’invention, on choisit le
lait cru dans le groupe formé des laits crus contenant plus de 5.10° micro-
organismes mésophiles/mL, on soumet ce lait cru sélectionné a une premicre étape
de fermentation stabilisante d’un traitement de stabilisation et on interrompt ladite
étape lorsque le pH du milieu de fermentation atteint une valeur comprise entre 4,6
et 6,0 -notamment comprise entre 4,9 et 5,6-, en particulier une valeur de I’ordre de
5,2.

Avantageusement et selon ’invention, on choisit le lait cru
dans le groupe formé des laits crus dont le pH est susceptible d’atteindre, lors d’une
étape, dite €tape de sélection, de fermentation stabilisante par fermentation lactique
acidifiante du lait cru, aux températures de sélection de 27°C et de 40°C, une valeur
de 5,5 en plus de 15 h, et une valeur minimum de 5,0 en moins de 48 h.

Avantageusement, on choisit le lait cru dans le groupe formé
des laits crus dont le pH est susceptible d’atteindre, lors d’une étape, dite étape de
sélection, de fermentation stabilisante par fermentation lactique acidifiante du lait
cru, a deux tempeératures de sélection comprises entre 20°C et 40°C, une valeur de
5,5 en plus de 15 h, et une valeur minimum de 5,0 en moins de 48 h

On réalise ladite étape de sélection du lait cru a deux
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En outre, avantageusement et selon I’invention, on choisit,
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micro-organisme pathogene, notamment du genre Salmonella, du genre Listeria, en
particulier de I’espece Listeria monocytogenes. En particulier, on sélectionne le lait
cru dans le groupe formé des laits crus dont le taux de micro-organismes pathogenes
est inférieur au seuil défini par les normes sanitaires, notamment des laits
susceptibles de former sur milieu de culture solide moins d’une colonie de micro-

organismes pathogenes pour 25 g de lait cru teste.

Avantageusement, on fabrique un levain exclusivement a

partir de lait cru, sans ajout ni retranchement artificiel d’espéces microbiologiques
au/du lait cru, par un procéde selon ’invention permettant de faire disparaitre les
staphylocoques, les levures et les moisissures du levain et permettant en outre de
diminuer fortement la proportion de la flore d’hygiene, notamment la proportion de

la flore coliforme, voire de la faire disparaitre completement du levain.

L’invention concerne donc un levain issu de lait cru :
comprenant plus de 10" micro-organismes/mL, notamment entre 5.10” et
5 10° micro-organismes/mL, et
comprenant de 5 a 100 especes et sous-especes microbiologiques
différentes, notamment de 5 a 30 especes et sous-especes identifiables, en
particulier de S5 a 12 especes et sous-especes microbiologiques
identifiables, lesdites especes et sous-especes microbiologiques étant issues
du lait cru uniquement par fermentation spontanée de celui-ci (sans ajout

de levain ni retranchement artificiel d’especes microbiologiques),

et dans lequel plus de 80% de ces especes et sous-especes microbiologiques

contenues dans le levain sont issues de la flore utile du lait cru.

En variante, avantageusement et selon I’invention, le levain

est sensiblement exempt de coliformes, d’Eschérichia coli et de staphylocoques.

Avantageusement, un levain selon I’invention contient des
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micro-organismes a une concentration supérieure a 107 micro-organismes/mL.,
notamment une concentration comprise entre 5.107 et 5.10° micro-organismes/mL,
lesdits micro-organismes appartenant a des especes et  sous-especes
microbiologiques issues en totalit¢ du lait cru, c'est-d-dire sans aucun ajout ni
retranchement artificiel d’especes microbiologiques au/du lait cru.

Avantageusement, le levain comprend de 5 a 100 especes et
sous-especes microbiologiques différentes, notamment de 5 a 30 especes et sous-
especes microbiologiques identifiables par des moyens biochimiques,
microbiologiques ou génétiques connus en soi. En particulier, le levain comprend
entre 5 et 12 especes et sous-especes microbiologiques identifiables qui sont issues
du lait cru uniquement par fermentation spontanée de celui-ci, sans ajout ni
retranchement artificiel d’especes et sous-especes microbiologiques au/du levain.

On réalise les analyses microbiologiques du levain obtenu par
un procedé selon I’invention par tout moyen connu en soi. En particulier, on réalise
ces analyses par des moyens microbiologiques de numération cellulaire, notamment
par culture du levain sur des milieux de culture solide et dénombrement des
colonies formées. On utilise a cet effet des milieux de culture solides dont la
composition permet de s€lectionner les différentes especes microbiologiques en
fonction des leurs exigences trophiques. On r€alise en outre ces cultures a
différentes températures adaptées pour répondre aux exigences thermiques
optimales de croissance de la flore du levain. On réalise en outre ces cultures dans
des conditions d’aération vari€es susceptibles de permettre la croissance de micro-
organismes a€robies, de micro-organismes anaérobies stricts, de micro-organismes
anaérobies aéro-tolérants.

On realise les analyses de la composition microbiologique et
de la biodiversit¢ du levain obtenu par un procédé selon I’invention par des
techniques moléculaires d’amplification, de s€paration et d’analyse qualitative et
quantitative des acides nucléiques, notamment ADN, des différentes especes
microbiologiques constituant le levain selon I’invention, notamment par des
techniques de réaction en chaine par polymérase (PCR).

L’invention concerne en outre un levain, susceptible d’étre
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obtenu a partir d’un lait cru par un procédé selon I’invention.

L’invention concerne en outre 1’utilisation d’un levain selon
I’invention pour la préparation de spécialités fermentées. L’utilisation d’un tel
levain permet de conférer a la spécialit¢ fermentée des caractéristiques
organoleptiques, notamment de go(it et de texture proches de celles formées a partir
de lait cru. Une telle utilisation permet en outre un développement harmonieux du
produit lors de son affinage. En outre, ['utilisation d’un tel levain permet
d’augmenter la date limite d’utilisation optimale (D.L.U.O.) du produit fabriqué a
partir du levain en apportant au produit une composition microbiologique
diversifié¢e adaptée pour prévenir, par un effet barricre, d’éventuelles
contaminations ultérieures a la préparation du produit. Une telle composition
microbiologique diversifiée, apportée dans le procedé de fabrication d’un produit
laitier fermenté, est adaptée pour prévenir le développement d’une espece
microbiologique majoritaire, voire unique, susceptible de détourner au profit de son
développement la totalité du substrat disponible. En particulier, I'utilisation d’un tel
levain permet d’éviter la production désagréable d’ammoniac en privilégiant les
flores d’affinage saines.

L’utilisation d’un tel levain est adapté pour permettre une
augmentation du taux d’eau liée de la spécialité fermentée par rapport a I’eau libre
de celle-ci, conférant a ladite spécialité, une stabilité dans le temps, une texture
avantageuse et, lors de D’affinage en cave ou sous emballage, des pertes d’eau
maitris€es et plus faibles. De telles pertes d’eau faibles et maitrisées engendrent des
augmentations du rendement de production de ladite spécialité et un intérét
¢conomique.

L’invention concerne en outre 1’utilisation d’un levain selon
I’invention pour la préparation d’un produit laitier fermenté dans laquelle on réalise
une fermentation d’un lait cru. En particulier on utilise un tel levain selon
I’invention dans 1’industrie fromagere pour la préparation d’un produit laitier
fermenté de type « a pate cuite », d’un produit laitier fermenté de type « a pate
pressée », d’un produit laitier fermenté de type « a pates molles », d’un produit

laitier fermenté de type « a pate lactique », d’un produit laitier fermenté de type « a
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pate persillee », des yaourts, des laits fermentés et du beurre.

L’invention concerne en outre |'utilisation d’un levain selon
I’invention pour la préparation d’un produit laitier fermenté dans lequel on réalise
une fermentation d’un lait, choisi dans le groupe formé des laits crus, des laits crus
ayant subit un traitement thermique -notamment des laits pasteurisé€s et des laits
thermisés-, des laits crus ayant subit un traitement athermique -notamment des laits
micro-filtrés-, des laits reconstitués et des laits standardisés.

En particulier, 1’utilisation d’un levain selon 1’invention pour
la préparation d’un produit laitier fermenté a partir de lait pasteuris€, thermisé ou
micro-filtré, permet avantageusement de produire un produit laitier fermenté au lait
pasteuris€, thermisé ou micro-filtré présentant des propriét€és organoleptiques
proches des propriétés organoleptiques d’un produit laitier au lait cru.

L’utilisation d’un levain selon I’invention, obtenu lors du
traitement de stabilisation, permet en outre d’augmenter la reproductibilite¢ des
procédés de préparation des produits laitiers fermentés par stabilisation de la
composition microbiologique. En outre, I'utilisation d’un tel levain, de composition
complexe, permet de prévenir le produit d’une évolution de sa maturation liée a une
espece microbiologique unique. L’utilisation d’un tel levain permet en outre
d’augmenter la quantité d’eau lice au produit laitier fermenté et d’augmenter ainsi le
rendement de production du produit.

L’utilisation d’un levain biodiversifi€ selon 1’invention est en
particulier adaptée pour s’opposer au développement et/ou freiner la croissance de
bactéries d’hygiene et/ou pathogenes, dans un milieu de fabrication d’un produit
laitier fermenté, dans le produit laitier fermenté lui-méme lors de sa conservation
évolutive. Un tel effet protecteur est en outre adapté pour prévenir de
developpement de bactéries d’hygiene et/ou pathogenes dans la flore intestinale au
cours de la digestion du produit laitier fermente¢ selon 1’invention.

L'invention concerne également un procedé de préparation
d’un levain, un levain et son utilisation caractérisés en combinaison par tout ou
partie des caractéristiques mentionnées ci-dessus ou ci-apres.

D'autres buts, caractéristiques et avantages de l'invention
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apparaitront a la lecture de la description suivante qui se réfere aux figures annexées
représentant des modes de réalisation préférentiels de l'invention, donnés
uniquement a titre d'exemples non limitatifs, et dans lesquelles :

- la figure 1 est un schéma synoptique illustrant un procédé¢ selon 1’invention,

- la figure 2 est une représentation graphique de I’évolution temporelle du
pH d’un milieu fermentation formé d’un lait cru comprenant de ’ordre de 2 10°
micro-organismes/mL d’une premiere étape de fermentation stabilisante a 27°C
d’un procéde selon I’invention,

- la figure 3 est une représentation graphique de I’évolution temporelle du
pH d’un milieu fermentation formé d’un lait cru comprenant de I’ordre de 1,1 10°
micro-organismes/mL d’une premiere étape de fermentation stabilisante a 27°C
d’un procéde selon I’invention,

- La figure4 est une représentation en batonnets de la composition
microbienne des milieux de fermentation successifs d’un traitement de stabilisation
d’un lait cru comprenant de I’ordre de 2,0 10> micro-organismes/mL.

- La figure 5 est une représentation en batonnets de la composition
microbienne des milieux de fermentation successifs d’un traitement de stabilisation
d’un lait cru comprenant de I’ordre de 1,1 10 micro-organismes/mL.

- la figure 6 est une représentation en batonnets de la composition
microbienne des milieux de fermentation successifs d’un traitement de stabilisation
d’un lait cru comprenant de I’ordre de 6,5 10° micro-organismes/mL.

- la figure 7 est une représentation graphique de 1’évolution temporelle de la
composition microbienne d’un milieu de fermentation d’une troisieme €étape de
fermentation stabilisante d’un traitement de stabilisation d’un lait cru comprenant
de ’ordre de 2,0 10° micro-organismes/mL selon ’invention,

- la figure 8 est une représentation graphique de 1’évolution temporelle du
pourcentage des flores d’altération dans un milieu de fermentation d’une troisieme
¢tape de fermentation stabilisante d’un traitement de stabilisation selon I’invention
d’un lait cru comprenant de 1’ordre de 2,0 10° micro-organismes/mL,

- la figure 9 est une représentation graphique d’un profil d’analyse

¢électrophorétique des constituants microbiologiques d’un levain selon I’invention.
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- La figure 10 est une représentation graphique d’un profil d’analyse
¢lectrophorétique des constituants microbiologiques d’un levain obtenu a partir de
co-culture.
- La figure 11 est une représentation graphique d’un profil d’analyse
¢électrophorétique des constituants microbiologiques d’un lait cru.

Un mode de réalisation d’un procédé de préparation d’un
levain selon I’invention est illustré par le schéma synoptique de la figure 1. On
réalise un prélevement 7 d’une quantité de lait cru dans une exploitation laiticre
d’un groupe 1 d’exploitations laiticres représentatives d’un terroir. L ensemble des
prélevements 7 des laits crus constitue une collection 8 de prélevements de laits
crus. On réalise ce prélevement 7 apres la traite, notamment dans un délai suivant la
traite inférieur a 12 h, et on soumet cette quantit¢ de lait prélevé directement a un
traitement de refroidissement adapté pour préserver durablement la composition de
la flore vivante constitutive du lait cru. En particulier on réalise le traitement de
refroidissement d’un volume du lait cru a une temperature de +4°C. Le volume de
lait cru soumis au traitement de refroidissement est adapt€é pour permettre un
refroidissement rapide, notamment en moins de 1 h, de ce volume de lait cru. Le
volume de lait cru soumis au traitement de refroidissement est en particulier de
I’ordre de 1 L.

On réalise ensuite une €tape 9 d’¢valuation des différents laits
crus de la collection 8 de laits crus de facon a identifier et a sélectionner les laits
crus susceptibles de permettre la préparation d’un levain selon 1’invention. L’étape
9 d’¢valuation des laits crus de la collection 8 comprend au moins une ¢tape 13 de
sélection des laits crus dans laquelle on realise, a au moins une température de
sélection, une fermentation lactique acidifiante du lait cru et a I’issue de laquelle on
retient les laits dont le pH du milieu de fermentation a atteint une valeur de 5.5 en
plus de 15 h, et une valeur minimum de 5,0 en moins de 48 h. En particulier on
réalise en parallele une €tape 13 de sélection d’un lait cru a la température de 27°C
et/ou a la température de 40°C, et on retient le(s) lait(s) cru(s) dont le pH du milieu
de fermentation lactique acidifiante a 27°C et/ou a 40°C a atteint une valeur de 5,5

en plus de 15 h, et une valeur minimum de 5,0 en moins de 48 h a 27°C et a 40°C.
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On évalue ainsi le potentiel des laits crus de la collection 8 de laits crus a induire
une diminution du pH d’un milieu de fermentation, par fermentation lactique
acidifiante, qui soit lente et néanmoins stabilisante. On réalise cette étape 13 de
sélection de lait cru dans un réacteur adapté pour permettre de mesurer, notamment
en continu, le pH du milieu de fermentation. En particulier, on réalise cette étape 13
de sélection dans un fermenteur permettant de maintenir la température du milieu de
fermentation a une température présélectionnée. On réalise cette ¢tape 13 de
sélection sous agitation dudit milieu de fermentation. Cependant, cette agitation
adaptée pour homogénéiser le milieu de fermentation n’est pas adaptée pour
permettre une aération du milieu de fermentation. Ainsi, la fermentation lactique
acidifiante se produit sensiblement dans des conditions d’anaérobiose.

On soumet, lors d’une premiere étape 17 de fermentation
stabilisante d’un traitement 15 de stabilisation, un milieu de fermentation formé
d’un lait 16 cru présélectionné, a une fermentation lactique acidifiante, a une
température de 27°C, et on interrompt ladite fermentation lactique acidifiante
lorsque le pH du milieu de fermentation atteint la valeur de 5,2 en plus de 12 h en
moins de 24 h. On interrompt ladite fermentation lactique acidifiante par
refroidissement du milieu de fermentation a une température de 1’ordre de +4°C. On
obtient, a I’issue de cette premicre étape 17 de fermentation stabilisante, un milieu
de fermentation forme¢ d’un lait 18 fermenté dont le pH est de 1’ordre de pH 5,2,
dont la température est de 1’ordre de +4°C, et dont la flore microbiologique est
enrichie en regard de la flore du lait cru de départ.

Dans une deuxieme étape 19 ultérieure de fermentation
stabilisante, on prépare un milieu de fermentation d’une deuxieme étape de
fermentation stabilisante, formé du mélange d’une quantité du lait 18 fermenté et
d’une quantit¢ d’un milieu 20 de culture liquide, de fagon que la proportion
volumique de lait 18 fermenté dans le milieu de fermentation d’une deuxieme étape
de fermentation stabilisante soit de I’ordre de 2%. On réalise une fermentation
lactique acidifiante a 27°C du milieu de fermentation de ladite deuxieme étape de
fermentation stabilisante et on interrompt la fermentation lactique acidifiante

lorsque le pH du milieu de fermentation de la deuxieme étape de fermentation
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stabilisante atteint la valeur de 5,2. On interrompt ladite fermentation lactique
acidifiante par refroidissement a +4°C du milieu de fermentation a pH 5,2 de la
deuxieme €tape de fermentation stabilisante.

Dans ce mode de réalisation d’un procédé selon ’invention,
on réalise une pluralité d’€tapes successives de fermentation stabilisante, et le
milieu de fermentation de chaque étape de fermentation stabilisante est formé d’une
quantit¢ d’un milieu 20 de culture liquide et d’une quantité d’un milieu de
fermentation a pH 5,2, issu d’une étape préalable de fermentation stabilisante.

Ainsi, lors d’étapes successives 22 et 24 ultérieures de
fermentation stabilisante, on prépare un milieu de fermentation pour une étape
ultérieure de fermentation stabilisante d’un traitement 15 de stabilisation, formé du
melange d’une quantité d’un milieu 21, respectivement 23 de fermentation a pH 5,2,
avec une quantité d’un milieu 20 de culture liquide, de fagon que la proportion
volumique du milieu de fermentation 21, 23 a pH 5,2 dans le milieu de fermentation
d’une étape ultérieure de fermentation stabilisante soit de I’ordre de 2%. On réalise
une fermentation lactique acidifiante a 27°C du milieu de fermentation d’une étape
ultérieure de fermentation stabilisante et on interrompt la fermentation lactique
acidifiante lorsque le pH du milieu de fermentation de 1’étape ultérieure de
fermentation stabilisante atteint la valeur de 5,2. On interrompt ladite fermentation
lactique acidifiante par refroidissement du milieu de fermentation de 1’étape
ultérieure de fermentation stabilisante a une température sensiblement de 1’ordre de
+4°C.

Le milieu de fermentation obtenu a 1’issue de 1’étape 24 de
fermentation stabilisante est un levain 25, présentant une concentration élevée,
notamment de ’ordre de 2 10° micro-organismes/mL et comprenant I’essentiel des
especes microbiologiques constitutives de la flore utile du lait 16 cru sélectionné.

Dans un deuxieme mode de réalisation non représenté d’un
procédé selon D’invention, il est possible de realiser, apres 1’étape 24 de
fermentation stabilisante, une pluralité -notamment une ou deux- €tapes ultérieures
additionnelles de fermentation stabilisante d’un traitement 15 de stabilisation en

réalisant une fermentation lactique acidifiante a 27°C d’un milieu de fermentation
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formé d’une quantit¢ d’un milieu de fermentation stabilisante a pH 5,2 d’une étape
antérieure de fermentation stabilisante du traitement 15 de stabilisation, et d’une
quantité d’un milieu 20 de culture et en interrompant ladite fermentation lactique
acidifiante lorsque le pH du milieu de fermentation atteint la valeur de 5,2. On
interrompt ladite fermentation lactique acidifiante par refroidissement du milieu de
fermentation de I’étape de fermentation stabilisante a une température sensiblement
de I'ordre de +4°C.

Dans un troisieme mode de réalisation non représenté d’un
procéde selon I’invention, on utilise pour la préparation des milieux de fermentation
des étapes de fermentation stabilisante successives d’un traitement 15 de
stabilisation, des milieux 20 de culture de compositions différentes que 1’on
mélange avec une quantité d’un milieu de fermentation issu d’une étape précedente
de fermentation stabilisante.

EXEMPLE 1 : Préparation d’un levain a partir d’un lait cru
comprenant de 1’ordre de 2 10° micro-organismes vivants/mL.

On choisit un lait cru de vache dans une exploitation laitiere
faisant partie d’un terroir, préalablement sélectionnée en regard des conditions
d’¢levage du bétail, notamment dans une exploitation laiticre préconisant un mode
de paturage permanent. On préléve 1 L de ce lait que I’on conserve a +4°C jusqu’au
traitement de stabilisation. Ce lait présente une numération de FMAR (Flore
Mésophile Aérobie Revivifiable) élevée, de ’ordre de 2 10° micro-organismes/mL.
On place ce lait sous agitation, a une température de 27°C dans un fermenteur
adapté pour permettre une fermentation lactique du lait cru. En particulier, on
réalise cette fermentation lactique dans un fermenteur adapté pour permettre de
mesurer le pH du milieu de fermentation.

La figure 2 illustre la variation du pH d’un milieu de
fermentation, formé d’un lait cru comprenant de l’ordre de 2 10° micro-
organismes/mL, d’une premiere €tape de fermentation stabilisante d’un traitement
de stabilisation a 27°C selon I’invention. La figure 2 représente ladite variation du
pH du milieu de fermentation de ladite premiere étape de fermentation stabilisante a

27°C lorsque la fermentation lactique acidifiante n’est pas interrompue lorsque le
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pH dudit milieu de fermentation atteint une valeur de 1’ordre de 5,2. La durée de la
phase de latence de la courbe d’acidification, définie comme la partie précoce de la
cinétique au cours de laquelle la valeur du pH est sensiblement invariante, est de
I’ordre de 10 h. Le pH du milieu de fermentation atteint la valeur de 6,0 apres une
durée de fermentation lactique acidifiante de 12 h, la valeur de 5,2 apres 18 h et la
valeur de 4,9 apres 24 h. Le pH du milieu de fermentation se stabilise a une valeur
de ’ordre de 4,4 apres environ 30 h de fermentation. Ainsi, pour la mise en ceuvre
d’un procédé selon I’invention, le milieu de fermentation de la premiere étape de
fermentation stabilisante est un lait cru et la fermentation lactique acidifiante du
milieu de fermentation est avantageusement interrompue lorsque le pH du milieu de
fermentation atteint 5,2, notamment dans cet exemple au bout de 18 h.

La figure 4 représente, a titre d’exemple non limitatif,
I’évolution de la composition de la flore (FMAR) meésophile aérobie revivifiable
(a), de la flore coliforme (b), d’Escherichia coli (c¢), des staphylocoques (d), des
levures (e), des moisissures (f) et de la flore utile (g) du milieu de fermentation au
cours des étapes successives d’un traitement de stabilisation d’un lait cru
comprenant de I’ordre de 2 10° micro-organismes/mL selon ’invention. L’analyse
correspondant a la série 0 de la figure 4 (batonnets pleins) représente la numération
microbiologique du lait cru de départ. Les analyses correspondant aux séries 1, 2, 3,
4, et S de la figure 4 représentent respectivement les numérations microbiologiques
du milieu de fermentation a pH 5,2 respectivement de la premiere, de la deuxieme,
de la troisieme, de la quatrieme, et de la cinquieme étape de fermentation
stabilisante d’un traitement de stabilisation selon I’invention.

Les valeurs numeériques correspondant a ces numerations sont
données dans le tableau 1 ci-dessous. La composition microbiologique de la flore
utile (g) est detaillée dans le tableau 1 et regroupe I’ensemble des streptocoques (h),

des lactocoques (i), des lactobacilles (j) et des leuconostoc (k).
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b

d

h

I

]

k

2,04E+5

1,3E+2

1,0E+1

5,0E+1

1,3E+2

2,8E+3

8,4E+3

4,08E+4

4,4E+3

4,24E+4

—

2,70E+9

1,06E+8

4,90E+7

5,66E+2

3,10E+7

5,0E+0

2,49E+8

2,6E+8

3,06E+8

4,52E+6

2,44E+9

8,20E+5

5,90E+5

nd

3,0E+5

nd

4,30E+8

5,5E+8

2,06E+8

8,5E+6

2,76E+9

1,03E+5

2,65E+4

nd

nd

nd

7,0E+8

7,8E+8

1,02E+8

3,0E+7

3,25E+9

1,50E+4

1,45E+4

nd

nd

nd

8,4E+8

1,08E+8

1,08E+8

1,44E+7

n| &l W[l N

2,85E+9

1,20E+4

8,50E+3

nd

nd

nd

9,5E+8

4,5E+8

9,6E+7

1,13E+7

5

10

15

20

nd = non détectable

Tableau 1

Lors de la premiere ¢tape de fermentation stabilisante, la
numeération de la FMAR (a) passe d’une valeur initiale (série 0) dans le lait cru de
2,04 10° micro-organismes/mL, a une valeur finale dans les milieux de fermentation
a pHS,2 (séries1, 2, 3, 4 et 5) successifs de 'ordre de 2,80 10° micro-
organismes/mL. La numération de la flore utile (g) passe d’une valeur initiale
(série 0) dans le lait cru de 9,6 10° micro-organismes/mL, a une valeur finale dans
les milieux de fermentation a pH 5,2 (séries 1, 2, 3, 4 et 5) successifs qui est stable
et de I’ordre de 1,3 10° micro-organismes/mL.

En outre, la numeération de la flore coliforme (c) augmente
significativement d’une valeur initiale (série 0) dans le lait cru de 140 micro-
organismes/mL, a une valeur dans le milieu de fermentation a pH 5,2 (série 1) de la
premiére étape de fermentation stabilisante de 1,06 10° micro-organismes/mL, puis
décroit dans les milieux de fermentation des étapes ultérieures de fermentation
stabilisante successives (séries 2, 3, 4 et 5) jusqu’a une valeur de I’ordre de 1,20 10
micro-organismes/mL. Ainsi, la proportion de bactéries coliformes par rapport a la
FMAR passe d’une valeur de 1’ordre de 0,06% dans le lait cru, a une valeur de
I’ordre de 0,0004% dans le levain obtenu apres la cinquieme étape de fermentation
stabilisante traduisant un épuisement du levain en flores coliformes.

Une observation similaire est faite vis-a-vis des bactéries
Escherichia coli dont la proportion par rapport a la FMAR est de 1 bactérie E.coli
pour 2 10* FMAR dans le lait cru et de 1 bactérie E.coli pour 3 10° FMAR dans le
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milieu de fermentation de la cinquieme ¢€tape de fermentation stabilisante.

On observe en outre sur la figure 4 et dans le tableau 1 que les
staphylocoques (d), les levures (e) et les moisissures (f) disparaissent totalement des
milieux de fermentation successifs des la troisieme €tape (s€rie 4) de fermentation
stabilisante d’un traitement de stabilisation selon 1’invention.

En outre, les inventeurs ont observé que les cinétiques
d’acidification des milieux de fermentation des €tapes de fermentation stabilisante
d’un traitement de stabilisation selon I’invention sont similaires a partir de la
deuxieme étape de fermentation stabilisante. Ces cinétiques présentent un temps de
latence de 1’ordre de 150 min, atteignent le pH de 6,0 entre 230 min et 260 min, le
pH de 5,2 entre 290 min et 320 min et se stabilisent a un pH de 1’ordre de pH 4,5 au
bout de 400 min.

La figure 7 représente 1’évolution des numérations
bactériennes au cours de la troisieme ¢tape de fermentation stabilisante du
traitement de stabilisation d'un lait cru comprenant de 1’ordre de 2 10° micro-
organismes/mL selon I’invention, conduite a la température de 27°C et interrompue
apres 330 min lorsque le pH du milieu de fermentation a atteint la valeur de 5,2. La
courbe (a) représente 1’évolution de la flore totale (FMAR), la courbe (b) représente
I’évolution de la flore formée des coliformes, et la courbe (c) représente 1’évolution
de la flore formée d’Escherichia coli. On observe que la flore coliforme et la flore
formée d’Escherichia coli présentent un taux de croissance qui diminue a partir de
200 min (pH 6,0) de fermentation lactique, alors que la flore totale (FMAR)
présente un taux de croissance qui n’est pas sensiblement ralenti jusqu’a pH 5,2.

La figure 8 représente I’évolution de la numeération de la flore
coliforme, exprimée en pourcentage de la flore totale (FMAR), dans le milieu de
fermentation d’une troisieme étape de fermentation stabilisante d’un procédé selon
I’invention. On note que la proportion de la flore coliforme par rapport a la flore
totale du milieu de fermentation lors de I’ensemencement est de 0,29 % et diminue
jusqu’a la valeur de 0,06% apres 120 min d’incubation (pH 6,35) et s’équilibre a la
valeur de 0,03% apres 330 min d’incubation (pH 5,20).

La figure 9 représente une empreinte moléculaire montrant la
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biodiversité microbiologique du levain obtenu par un procédé selon I’invention a
partir du lait cru de I’exemple 1 comprenant de l’ordre de 2 10° micro-
organismes/mL. Le profil de la figure 9 montre deux pics majeurs correspondant
aux souches microbiologiques lactofermentaires majeures du levain. En outre, le
profile montre huit pics d’intensité intermédiaire caractérisant au moins huit especes
microbiologiques différentes dans le levain selon I’invention. Enfin le profil révele
une multiplicité de signaux de faible intensité mais caractérisant une biodiversité
importante du levain selon I’invention €laboré a partir de lait cru.

En outre, le profil d’analyse, a titre de contrdle, d’un lait cru
tel qu’utilisé pour la préparation d’un levain selon I’invention, présente un pic
majeur correspondant & une souche microbiologique lactofermentaire du lait cru,
huit pics d’intensité intermédiaire, et une multiplicité de signaux de faible intensité
caractéristique de la biodiversité¢ du lait cru. Ce controle montre qu’un procéde de
préparation d’un levain selon I’invention permet de conserver ’essentiel de la
biodiversité du lait cru a I’origine du levain préparé.

La figure 10 représente a titre de contrdle comparatif un profil
d’analyse d’un levain obtenu a partir de co-culture montrant deux pics majeurs
correspondant aux souches microbiologiques lactofermentaires, et deux pics
d’intensité intermédiaire. En outre, le profil ne révele pas de signaux de faible
intensité réveélateurs d’une biodiversite importante du levain.

La figure 11 représente une empreinte ADN d’un lait cru,
donne¢ a titre de comparaison des compositions respectives d’un lait cru et d’un
levain obtenu par un procédé selon ’invention. On observe que ’empreinte ADN
du levain selon I’invention est comparable a celle du lait cru de référence, révélant
ainsi la quasi-conservation de la biodiversité du levain par rapport au lait cru.

EXEMPLE 2 : Préparation d’un levain a partir d’un lait cru
comprenant de 1’ordre de 1 10" micro-organismes/mL.

On préleve 1L d’un lait cru de vache présentant une
numération de FMAR (Flore Mésophile Aérobie Revivifiable) faible de 1’ordre de
1 10* micro-organismes/mL. On traite ce lait cru dans des conditions semblables a

celles décrites dans I’exemple 1.
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La figure 3 illustre un exemple de la variation du pH d’un
milieu de fermentation, formé d’un lait cru comprenant de 1’ordre de 1,1 10* micro-
organismes/mL, d’une premicre €tape de fermentation stabilisante d’un traitement
de stabilisation a 27°C selon I’invention. La figure 3 représente ladite variation du
pH du milieu de fermentation de ladite premiere étape de fermentation stabilisante a
27°C lorsque la fermentation lactique acidifiante n’est pas interrompue lorsque le
pH dudit milieu de fermentation atteint une valeur de 1’ordre de 5.,2. La durée de la
phase de latence, définie comme la partie précoce de la cinétique au cours de
laquelle la valeur du pH est sensiblement invariante, est de 1’ordre de 15 h. Le pH
du milieu de fermentation atteint la valeur de 6,0 apres une durée de fermentation
lactique acidifiante de 16 h, la valeur de 5,2 apres 18 h et la valeur de 4,9 apres 19
h. Le pH du milieu de fermentation se stabilise a une valeur de 1’ordre de 4,3 en
environ 30 h. Ainsi, pour la mise en ceuvre d’un procédé selon 1’invention, le milieu
de fermentation de la premiere étape de fermentation stabilisante est un lait cru et la
fermentation lactique acidifiante du milieu de fermentation serait avantageusement
interrompue lorsque le pH du milieu de fermentation atteint 5,2, notamment au bout
de 18 h.

La figure 5 représente I’évolution de la composition de la
flore (FMAR) mésophile aérobie revivifiable (a), de la flore coliforme (b),
d’Escherichia coli (¢), des staphylocoques (d), des levures (e), des moisissures (f) et
de la flore utile (g) du milieu de fermentation au cours des €tapes successives d’un
traitement de stabilisation d’un lait cru comprenant de 'ordre de 1,1 10* micro-
organismes/mL. L’analyse correspondant a la série 0 de la figure 5 (batonnets
pleins) représente la numération du lait cru de départ. Les analyses correspondant
aux séries 1, 2, 3, 4, et S de la figure 5 représentent respectivement les numerations
du milieu de fermentation a pH 5,2 respectivement de la premiere, de la deuxieme,
de la troisieme, de la quatrieme, et de la cinquieme étape de fermentation
stabilisante du traitement de stabilisation.

Les valeurs numériques correspondant a ces numerations sont
données dans le tableau 2 ci-dessous. La composition microbiologique de la flore

utile (g) détaillée dans le tableau 2 regroupe 1’ensemble des streptocoques (h), des
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signifie non détectable.

a b c d e f 8
h i j k
0| 1,IE+4 | 2,2E+2 | 2,0E+1 | 3,0E+1 | 2,0E+2 | 4,0E+1 | 4,1E+3 | 1,3E+3 | 4,0E+2 | 1,2E+2
1 | 2,72E+9 | 3,84E+7 | 3,84E+7 | 1,6E+3 | 2,4E+7 | nd 2,0E+8 | 2,32E+8 | 8,0E+8 | 9,6E+7
2 | 63E+8 | 8,4E+6 | 8,4E+6 | nd nd nd 4,5E+7 | 3,5E+7 | 1,53E+8 | 3,0E+6
3| 84E+8 | 1,5E+5 | 1,5E+5 nd nd nd | 1,16E+8 | 1,16E+8 | 2,5E+8 | 1,1E+6
4 | 1,76E+9 | 23E+4 | 23E+4 | nd nd nd | 1,08E+8 | 1,88E+8 | 1,16E+8 | 7,4E+6
5| 1,6E+9 | 2,5E+4 | 2,5E+4 | nd nd nd 42FE+8 | 1,08E+9 | 1,52E+8 | 1,3E+8

nd = non détectable

Tableau 2

Lors de la premicre €tape de fermentation stabilisante, la
numeération de la FMAR (a) passe d’une valeur initiale (série 0) dans le lait cru de
1,1 10* micro-organismes/mL, a une valeur finale dans les milieux de fermentation
a pHS,2 (séries1, 2, 3, 4 et 5) successifs de D'ordre de 1,2 10° micro-
organismes/mL. La numération de la flore utile (g) passe d’une valeur initiale
(série 0) dans le lait cru de 5,9 10° micro-organismes/mL, a une valeur finale
moyenne dans les milieux de fermentation a pH 5,2 (séries 1, 2, 3, 4 et 5) successifs
qui est stable et de I’ordre de 1,06 10° micro-organismes/mL.

En outre, la numeération de la flore coliforme (c) augmente
significativement d’une valeur initiale (sé€rie 0) dans le lait cru de 220 micro-
organismes/mL, a une valeur dans le milieu de fermentation a pH 5,2 (série 1) de la
premiére étape de fermentation stabilisante de 3,84 10" micro-organismes/mL, puis
décroit dans les milieux de fermentation des étapes ultérieures de fermentation
stabilisante successives (séries 2, 3, 4 et 5) jusqu’a une valeur de 1’ordre de 2,50 10*
micro-organismes/mL. Ainsi, la proportion de bactéries coliformes par rapport a la
FMAR passe d’une valeur de I’ordre de 2% dans le lait cru, a une valeur de I’ordre
de 0,0015% dans le levain obtenu apres la cinquieme ¢étape de fermentation

stabilisante traduisant ainsi un appauvrissement de la flore coliforme du levain.
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On observe également que les bactéries Escherichia coli dont
la proportion par rapport a la FMAR est de 1 bactérie Escherichia coli pour 550
bactéries de la flore totale (FMAR) dans le lait cru et de 1 bactérie Escherichia coli
pour 6,4 10 FMAR dans le milieu de fermentation de la cinquiéme étape de
fermentation stabilisante traduisant ainsi un appauvrissement des bactéries
Escherichia coli du levain.

On observe en outre sur la figure S et dans le tableau 2 que les
staphylocoques (d), les levures (e) et les moisissures (f) disparaissent totalement des
milieux de fermentation successifs des la deuxieme étape (série 3) de fermentation
stabilisante d’un traitement de stabilisation selon 1’invention.

En outre, les inventeurs ont observé que les cinétiques
d’acidification des milieux de fermentation des €tapes de fermentation stabilisante
d’un traitement de stabilisation selon I’invention sont similaires a partir de la
deuxieme €tape de fermentation stabilisante. Ces cinétiques présentent un temps de
latence de 1’ordre de 150 min, atteignent le pH de 6,0 entre 210 min et 250 min, le
pH de 5,2 entre 290 min et 320 min et se stabilisent a un pH de 1’ordre de pH 4,5 au
bout de 400 min.

EXEMPLE 3 : Préparation d’un levain a partir d’un lait cru
comprenant de 1’ordre de 6,5 10° micro-organismes/mL.

On préleve 1L d’un lait cru de vache présentant une
numération de FMAR (Flore Mésophile Aérobie Revivifiable) faible de I’ordre de
6,5 10° micro-organismes/mL. On traite ce lait cru dans des conditions semblables a
celles décrites dans I’exemple 1.

La figure 6 représente ’évolution de la composition de la
flore (FMAR) mésophile aérobie revivifiable (a), de la flore coliforme (b),
d’Escherichia coli (¢), des staphylocoques (d), des levures (e), des moisissures (f) et
de la flore utile (g) du milieu de fermentation au cours des €tapes successives d’un
traitement de stabilisation d’un lait cru ultra-propre comprenant de 1’ordre de
6,5 10° micro-organismes/mL. L’analyse correspondant & la série 0 de la figure 6
(batonnets pleins) représente la numération du lait cru de départ. Les analyses

correspondant aux se€ries 1, 2, 3, 4, 5 et 6 de la figure 6 représentent respectivement
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les numérations du milieu de fermentation a pH 5,2 respectivement de la premiere,
de la deuxieme, de la troisicme, de la quatrieme, de la cinquieme et de la sixieme
¢tape de fermentation stabilisante du traitement de stabilisation.

Les valeurs numériques correspondant a ces numeérations sont
données dans le tableau 3 ci-dessous. La composition microbiologique de la flore
utile (g) détaillée dans le tableau 3 regroupe 1’ensemble des streptocoques (h), des
lactocoques (i), des lactobacilles (j) et des leuconostoc (k). Dans le tableau 3, nd

signifie non détectable.

a b c d e f 8
h i j k
0 | 6,5E+3 | 6,0E+0 nd nd | 50E+1 | 2,0E+1 | 2,05E+3 | 7,5E+2 | 2,5E+2 | 1E+1
1| 1,55E+9 | 2,46E+4 | nd nd | 14E+5 | 3E+0 | 3,5E+8 | 1,53E+8 | 5,92E+8 | 1,54E+6
2 | 5,5E+8 | 7,2E+3 nd nd | 54E+3 | 1E+0 | 2,5E+8 | 7,5E+7 | 9,7E+7 | 53E+6
3| 6,5E+8 | 1,45E+2 | nd nd | 5,3E+1 nd 1,9E+8 | 2,84E+8 | 7,5E+7 | 4,3E+6
4| 1,2E+9 | 4E+0 nd nd nd nd 2,2E+8 | 3,4E+8 | 1,4E+8 | 2,1E+6
5 | 9,95E+8 nd nd nd nd nd 2,7E+8 | 4,5E+8 | 1,2E+8 | 4,7E+6
6| 1,1E+9 nd nd nd nd nd 3,5E+8 | 3,2E+8 | 9,8E+7 | 5,5E+6

nd = non détectable

Tableau 3

Lors de la premiere ¢tape de fermentation stabilisante, la
numeération de la FMAR (a) passe d’une valeur initiale (série 0) dans le lait cru de
6.5 10° micro-organismes/mL, a une valeur finale dans les milieux de fermentation
a pHS5,2 (séries 1, 2, 3, 4, 5 et 6) successifs de 1’ordre de 1,0 10° micro-
organismes/mL. La numération de la flore utile (g) passe d’une valeur initiale
(série 0) dans le lait cru de 3,06 10° micro-organismes/mL, a une valeur finale
moyenne dans les milieux de fermentation a pH 5,2 (séries 1, 2, 3, 4, 5 et 6)
successifs qui est stable et de 1’ordre de 8,0 10° micro-organismes/mL.

En outre, la numération de la flore coliforme (b) augmente
significativement d’une valeur initiale (série 0) dans le lait cru de 6 micro-

organismes/mL, a une valeur dans le milieu de fermentation a pH 5,2 (série 1) de la
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premiére étape de fermentation stabilisante de 2,46 10* micro-organismes/mL, puis
décroit dans les milieux de fermentation des étapes ultérieures de fermentation
stabilisante successives (séries 2, 3, et 4) jusqu’a disparaitre dans les milieux de
fermentation des €tapes 5 et 6. Ainsi, la proportion de bactéries coliformes (b) par
rapport a la FMAR passe d’une valeur de I"ordre de 0,1% dans le lait cru, a une
valeur nulle dans le levain obtenu apres la cinquieme étape de fermentation
stabilisante.

On observe également que les bactéries Escherichia coli (c)
ainsi que les staphylocoques (d) qui ne sont pas détectables dans ce lait cru ultra-
propre, ne sont pas non plus détectables dans le levain obtenu a partir de ce lait cru
ultra-propre.

On observe en outre sur la figure 6 et dans le tableau 3 que les
levures (e) et les moisissures (f) disparaissent totalement des milieux de
fermentation successifs lors de la quatrieme étape (série 4) de fermentation

stabilisante d’un traitement de stabilisation selon 1’invention.
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REVENDICATIONS
1/ Procedé de préparation d’un levain dans lequel :

- on choisit un lait cru dans le groupe formé des laits crus dont le pH est
susceptible d’atteindre, lors d’une étape, dite ¢tape (13) de sé€lection, de
fermentation stabilisante par fermentation lactique acidifiante du lait cru, a au
moins une température, dite température de sélection, comprise entre 20°C et
42°C, une valeur de 5,5 en plus de 15 h, et une valeur minimum de 5,0 en
moins de 48 h, puis,

- on realise un traitement (15) de stabilisation de lait cru, ledit traitement
comprenant au moins une étape, dite €tape de fermentation stabilisante, de
fermentation lactique acidifiante d'un milieu de fermentation, dont une
premiere étape de fermentation stabilisante réalisée a partir d'un milieu de
fermentation comprenant ledit lait cru, dans lequel on interrompt au moins
une €tape de fermentation stabilisante dudit traitement lorsque le pH du
milieu de fermentation atteint une valeur comprise entre 4,6 et 6,0, en
particulier une valeur de I’ordre de 5,2.

2/ Procéde selon la revendication 1, caractérisé en ce que
la température de sélection est de I’ordre de 27°C.

3/ Procédé selon 1’'une des revendications 1 et 2,
caractéris€ en ce qu’on réalise ladite premiere étape de fermentation stabilisante
sans ajout ni retranchement artificiel d’especes microbiologiques au/du lait cru.

4/ Procédé selon I’'une des revendications 1 a 3, caractérisé
en ce qu’on réalise chaque ¢tape de fermentation stabilisante a une temperature
prédéterminée comprise entre 18°C et 35°C.

5/ Procédé selon 1’une des revendications 1 a 4, caractérisé
en ce qu’on interrompt la premicre €étape de fermentation stabilisante apres une
durée de fermentation lactique acidifiante du milieu de fermentation comprise entre
12 het36h.

6/  Procédé selon I’'une des revendications 1 a 5, caractérisé
en ce que le milieu de fermentation (16) de la premiere €tape (17) de fermentation

stabilisante est un lait cru issu de mammifére -notamment un lait cru choisi dans le
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groupe formé du lait cru issu de vache, du lait cru issu de brebis, du lait cru issu de
chevre et du lait cru issu de bufflonne-.

7/ Procédé selon I’'une des revendications 1 a 6, caractérisé
en ce que le milieu de fermentation de la premiere étape de fermentation stabilisante
comprend des micro-organismes vivants a une concentration comprise entre 5 10° et
5 10° micro-organismes vivants/mL.

8/ Procédé selon 1'une des revendications 1 a 7, caractérisé
en ce qu'on réalise au moins deux -notamment six- €tapes successives de
fermentation stabilisante, chaque étape de fermentation stabilisante étant
interrompue.

9/ Procedé selon la revendication 8, caractéris€ en ce qu'on
interrompt chaque étape de fermentation stabilisante par refroidissement du milieu
de fermentation a une température inférieure a +4 °C.

10/ Procédé selon ’une des revendications 1 a 9 caractérisé
en ce qu'on réalise au moins une ¢tape, dite €tape ultérieure de fermentation
stabilisante, apres la premiere étape de fermentation stabilisante, a partir d'un milieu
de fermentation formé d’une quantité d’un milieu de culture liquide et d’une
quantité d’un milieu de fermentation, dit milieu de fermentation précédent, obtenu a
l'issue d’une étape précédente de fermentation stabilisante dans un rapport
volumique de la quantité de milieu de fermentation précédent sur la quantité¢ de
milieu de fermentation compris entre 0,5% et 25%, notamment compris entre 1% et
5%, en particulier de 1’ordre de 2 %.

11/ Procedé selon la revendication 10, caractérisé en ce que
le milieu de culture liquide est un jus lactosé stérilisé et osmosé contenant entre 4%
et 20% en masse d’extrait sec, notamment 12% en masse d’extrait sec.

12/ Procédé selon I'une des revendications 10 ou 11,
caractérisé en ce que le pH du milieu de culture liquide est compris entre 6,5 et 7,0.

13/ Procédé selon 1’'une des revendications 9 a 12,
caractérisé en ce que ledit milieu de fermentation précédent présente une valeur de
pH comprise entre 4,6 et 6,0 et contient entre 5 10" et 5 10° micro-organismes/mL.

14/ Procédé selon 1'une des revendications 1 a 13,
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caractéris€ en ce qu’on choisit le lait cru dans le groupe formé des laits crus dont le
pH est susceptible d’atteindre, lors d’une étape, dite étape (13) de sé€lection, de
fermentation stabilisante par fermentation lactique acidifiante du lait cru, aux
températures de sélection de 27°C et de 40°C, une valeur de 5,5 en plus de 15 h, et
une valeur minimum de 5.0 en moins de 48 h.
15/ Levain issu de lait cru :
~ comprenant plus de 10’ micro-organismes/mL, notamment entre 5.10" et 5 10°
micro-organismes/mL, et
- comprenant de 5 a 100 especes et sous-especes microbiologiques différentes,
notamment de 5 a 30 especes et sous-especes identifiables, en particulier de S a
12 especes et sous-especes microbiologiques, lesdites especes et sous-especes
microbiologiques étant issues du lait cru uniquement par fermentation
spontanée de celui-ci,
et dans lequel plus de 80% de ces especes et sous-especes microbiologiques
contenues dans le levain sont issues de la flore utile du lait cru.

16/ Levain selon la revendication 15, caractérisée en ce
qu’il est sensiblement exempt de coliformes, d’Eschérichia coli et de
staphylocoques.

17/ Utilisation d’un levain selon I’une des revendications 15
et 16 pour la préparation d’une spécialit€¢ fermentée.

18/ Utilisation selon la revendication 17 d’un levain pour la
préparation d’un produit laitier fermenté dans laquelle on réalise une fermentation
d’un lait cru.

19/ Utilisation selon la revendication 17 d’un levain pour la
préparation d’un produit laitier fermenté dans laquelle on réalise une fermentation
d’un lait, choisi dans le groupe formé des laits crus, des laits crus ayant subit un
traitement thermique -notamment des laits pasteurisés et des laits thermisés-, des
laits crus ayant subit un traitement athermique -notamment des laits micro-filtrés-

des laits reconstitués et des laits standardisés.
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