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Résumé

Le lait est un produit fragile, susceptible d’étre altéré par de nombreuses réactions
chimiques, biochimiques et microbiologique, s’il n'est pas bien conserve.

L ’objectif étude réalisée de Mars au Mia 2021, était de savoir si ces laits peuvent se
conserver sans se détériorer nous avons controlé qualité microbiologique de deux types du lait
(pasteurise et U.H.T.) selon leurs durees de conservation a 4°C et a température ambiante.
L’analyse bactériologique a porté sur FTAM, coliformes totaux, Salmonella et Staphylococcus
aureus.

D’aprés les résultats obtenus conforme selon I'arréte (UFC/ml) (JORA N° 39,2017), le
lait pasteurisé conserve a tempeérature ambiante et a 4°C présente un taux de contamination
élevé en FTAM et coliformes totaux et dans le lait U.H.T. conservé a température ambiante et
a 4°C présente une contamination tres faible de FTAM et élevé pour les coliformes totaux.

Tous les échantillons de lait analysés (Pasteurisé et U.H.T.) sont exemptés de flore
pathogene (Salmonella et Staphylococcus aureus).

Ces résultats refletent le mauvais traitement de stérilisation et de pasteurisation qui
rendent le lait instable méme au cours de conservation

Mots clés : Qualité microbiologique, Lait Pasteurisé lait U.H.T., température, durée de

conservation.
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Summary

Milk is a fragile product, liable to be altered by numerous chemicals, biochemical and
microbiological reactions, if it is not stored well

The objective of the study, carried out from March to May 2021, was to find out if these
milks can be stored without spoiling.

We controlled the microbiological quality of two types of milk (pasteurized and U.H.T.)
according to their storage times at 4 ° C and at room temperature. Bacteriological analysis
focused on FTAM, total coliforms Salmonella and Staphylococcus aureus

According to the results obtained according to the standard (UFC / ml) (JORAN39,2017),
pasteurized milk stored at room temperature and at 4 ° C has a high contamination rate in FTAM
and total coliforms and in UHT milk stored at room temperature and at 4 ° C shows a very low
contamination of FTAM and high for total coliforms.

All the milk samples analyzed (Pasteurized and U.H.T.) are free from pathogenic flora
(Salmonella and Staphylococcus aureus).

These results reflect the poor sterilization and pasteurization treatments which make the
milk unstable even during storage.

Keywords: microbiological quality, Pasteurized milk, U.H.T. milk, temperature, shelf
life.
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Introduction

Introduction

Le lait occupe une place prépondérante dans la ration alimentaire des
algériens, en regard de son contenu en énergie, le lait présente une forte
Concentration en nutriments de base : des protéines de bonne qualité, des glucides, des lipides,
des ¢éléments minéraux et des vitamines avec une valeur énergétique de 1’ordre
de 700Kcal/l (SIBOUKEUR, 2007). Ainsi, les laits sécrétés par les différentes especes de
mammiferes présentent des caractéristiques communes et contiennent les mémes critéres de
composants : eau, protéines, lactose, matiere grasse et matieres minérales. Malgré cela, les
proportions spécifiques de ces composants se varient largement d'une espéce a
l'autre (CODOU, 1997).

L’Algérie est le premier consommateur du lait au Maghreb, avec pres de 3.
Milliards de litres par an (Kirat, 2007). Cet aliment occupe une place prépondérante dans la
ration alimentaire des algériens, il apporte la plus grande part de protéines d’origine animale,
la filiére du lait connait une croissance annuelle de 8 %. Avec un taux de collecte inférieur a 15
%, cette filiere reste, cependant, fortement dépendante de I’importation de poudre de
lait. (SILAIT, 2008)

S'il y a un domaine ou le contrdle de la qualité est une nécessité fondamentale, c'est bien
celui des denrées alimentaires en générale et du lait en particulier. D'une part de la place
importante qu'il occupe dans la consommation humaine, en particulier dans la société
algérienne, et d'autre part sa composition riche en différents composés chimiques qui lui
conferent d'étre un produit périssable et d'étre un milieu favorable de prolifération de différents
germes y compris les germes pathogénes. Le lait peut présenter un risque sur la santé du
consommateur qui est le premier objet mis en considération lors de la production de n'importe
quel produit (El-hadi et al.,2015)

Le but d'assainir le lait et afin de satisfaire les besoins de consommation dans des
conditions de sécurité, qui recherche un lait ayant une période de conservation plus longue,
mieux adaptée a ses besoins et préservant son godt et sa présentation usuelle, on soumet le lait
cru reconstitué ou recombiné a des traitements thermiques détruisant, selon le cas, partiellement
ou complétement la flore microbienne. Les laits commercialisés (Pasteurisé et
stérilisé U.H.T. (ultra Haute température) deviennent parfois impropres a la consommation a
cause des altérations, sous I'effet de plusieurs facteurs, telle que la température de stockage qui
peut réduire la valeur nutritionnelle, et ainsi influencer la qualité microbiologique et physico-
chimique du produit (El-hadi et al., 2015).



Introduction

Notre Travail consiste a contrdler la qualité microbiologique de deux types de lait selon
leurs durées de conservation, un lait pasteurisé et un lait stérilisé U.H.T.

L’¢tude de leur stabilit¢ pendant leur durée de conservation respectivement a deux
températures 4 °C et 25 °C (température ambiante). Notre étude microbiologique portera sur le
dénombrement des germes témoins de défaut. D’hygiéne : flore totale, coliformes totaux, ainsi
que la recherche des germes Pathogénes : Salmonella, les staphylocoques

Ce travail va diviser en deux parties ; la premiere présentation des informations
bibliographie basées sur le lait, leur composition, leur Propriétés physiques et chimiques, la
qualité du lait, importance nutritionnelle et Consommation du lait deuxieme est sacrifiée pour
les différentes méthodes expérimentales utilisé dans notre travail et en termine par la

présentation des résultat obtenus avec les différentes interprétations et en fin conclution
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I. Généralités sur le lait

I.1. Définitions du lait :

Le congres international de la répression des fraudes en 1909 a défini le lait destiné a la
consommation comme étant : "le lait est le produit intégral de la traite totale et ininterrompue
d’une femelle laitiére bien portante, bien nourrie et non surmenée et étre recueilli proprement
et ne pas contenir de colostrums (Veisseyre, 1979).

En 1983, La Fédération Internationale de Laiteries (F.I.L.) définit ainsi le lait comme
étant "le produit de la sécrétion mammaire normale obtenue par une ou plusieurs traites sans
aucune addition ou soustraction.” (Goursaud, 1985)

La dénomination « lait » est réservée exclusivement aux produits de la sécrétion
mammaire normale, obtenus par une ou plusieurs traites, sans aucune addition ni soustraction

et n’ayant pas été soumis a un traitement thermique (JORA N°69,1993).

1.2. Composition du lait :

Le lait est un substrat trés riche fournissant a I’homme et aux jeunes mammiferes un
Aliment presque complet. Protides, glucides, lipides, sels minéraux et vitamines sont présents
a des concentrations tout a fait satisfaisantes pour la croissance et la multiplication cellulaire
(Bourgeois et al., 1996)

Tableau 01 : Composition du lait : (Charles et al., 2003)

Composition Etat physique de composants
(9/h)
Eau 905 Eau libre (solvant) plus eau liée (3.7 %)
Glus ides (lactose) 49 Solution
Lipides 35 Emulsion globules gras (3 4 5um)
-Matie Grasse Proprement 34
Dite
-lécithine (phospholipides) 0.5
-Insaponifiable (stérol ; caroténe ; 0.5
tocophérols)
Protide 34 Suspension micellaire
Caseine 27 Phosphocaséinate de calcium (0.084 0.12um)
Protéine < soluble » (globulines 2.5 Solution (colloidale)
; albumines) 15 Solution (varie)
Substances azotées non protéine
Sels 9 Solution ou état colloidale



Synthese bibliographique

De acide citrique (en acide) 2
2.7
De acide phosphorique (P203)
De acide chlorhydrique (Na cl) 1.7
Constituants divers: Traces

(vitamine; enzyme; gaz dissous)

Extrait sec total: 127
Extrait sec non gras 92
1.2.1. Eau :

C’est, en termes de quantité, 1’élément principal. Les autres éléments constituent la

Matiere seche du lait (Perreau, 2014)

1.2.2. Matiere grasse laitiere :

La matiére grasse proprement dite, ou lipides neutres, constitués de glycérides ou
Acylglycérols, qui est trés prédominant : 98 %. Elle est solide & température ambiante (c’est
une graisse.) ; elle est presque entierement libre, et se trouve en fines dispersions dans les
globules gras. Les lipides polaires sont surtout des phospholipides ; ils ne forment que 1 % du
total. Ils sont principalement sous forme liée dans la membrane globulaire ;
Les lipoides insaponifiables, insolubles dans 1’eau, mais de nature tres différente,
Constitue le reste. Ils rassemblent principalement les carotenes et les stérols, qui

Comprennent les vitamines A et D (Charles et al ., 2003).

Tableau 02. Composition en lipides de lait de vache (CHILLIARD, 1996).

composition (%) Lait de vache
Triglycérides 98
Glycérides partielles 0.5
Cholestérol 0.3
Phospholipides 0.9
Acides gras libres 0.4

1.2.3. Les protéines :
Le lait de vache contient 3,2 a 3,5 % (p/p) de protéines réparties en deux fractions.
Distinctes :
- Les caséines qui précipitent a pH 4,6, représentent 80 % des protéines total.

- Les protéines sériques, solubles a pH 4,6, représentent 20 % des protéines
totales (Jeantet et al., 2007)
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1.2.4. Caséines
Les caséines forment pres de 80 % de toutes les protéines présentes dans le lait ; leur point

isoélectrique moyen est de 4.65. L’¢lucidation de la structure tridimensionnelle permet
d’affirmer que les caséines se regroupent sous forme sphérique appelée micelle. La taille des
micelles se situe entre 100 et 500 nm, avec un diamétre moyen prés de 180 nm, et elle varie

principalement selon 1’espéce animale, la saison, le stade de lactation. (Vignola, 2002)

1.2.6. Matiére minérale :
Selon Gaucheron (2004), le lait contient des quantités importantes de différents
minéraux. Les principaux minéraux sont calcium, magnésium, sodium et potassium pour les

cations et phosphate, chlorure et citrate pour les anions.

Tableau 03 : Composition minérale du lait de vache : (JEANTET et al., 2007).

Eléments minéraux Concentration (mg.kg 1)
Calcium 1043-1283
Magnésium 97-146
Phosphate inorganique 1805-2185
Citrate 1323-2079
Sodium 391-644
Potassium 1212-1681
Chlorure 772-1207

1.2.7. Les vitamines :
Le lait a d'assez fortes teneurs en vitamines. Il contient non seulement des vitamines.

Liposolubles (A, D, E, K), mais aussi des vitamines du groupe B. Il a en revanche une tres

faible teneur en vitamine C (Perreau, 2014)
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Tableau 04: Teneur moyenne des principales vitamines du lait (Vignola, 2002).

Vitamines Teneur moyenne
Vitamine liposoluble :
Vitamines A (+ caroténes) 40ug/100 ml
Vitamine D 2,4ug/100 ml
Vitamine E 100ug/100 ml
Vitamine K 5ug/100 ml
Vitamine hydrosolubles :
Vitamine C (acide ascorbique) 2 mg/100 ml
Vitamine B1 (thiamine) 45 png/100 ml
Vitamine B2 (riboflavine) 175upg/100 ml
Vitamine B6 (pyridoxine) 50ug/100 ml
Vitamine B12(cyanocobalamine) 0,45ug/100 ml
Niacine et niacinamide 90 pg/100 ml
Acide pantothénique 350 pg/100 ml
Acide folique 5,5 ug/100 mi
Vitamine H (biotine) 3,519/100 ml

1.2.8. Les enzymes :

Le lait contient principalement trois groupes d’enzymes :les hydrolases, les
Déshydrogénases (ou oxydases) et les oxygénases. Les deux principaux facteurs qui influent
sur ’activité enzymatique sont le pH et la température. En effet, chaque enzyme posséde un pH

et une température d’activité maximale (Amiot et al., 2002).

1.3. Propriétés physiques et chimiques :
1.3.1 Propriétés physiques :

La composition du lait est tres complexe, de point de vue physique, le lait présente une
hétérogénéité, puisque certains composants sont dominants quantitativement, comme 1’eau, la
matiére grasse, les protéines et le lactose ; et des composés mineurs qui sont les matiéres
minérales, les enzymes et les vitamines. Les propriétés physiques comme la densité absolue, la
viscosité, la tension Superficielle et la chaleur spécifique dépendent de 1’ensemble des

constituants (Mathieu, 1998)
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Tableau 05: Constantes physiques usuelles du lait de vache (Luquet, 1985).

Constantes Valeurs
Ph(20 °C) 6.546.7
Acidité titrable (°D) 15418
Densité 1.028 4 1.036
Temperature de congélation (°C) (-0.51) & (-0.55)
Point d ébullition 100.5

1.Ph:

Le Ph du lait de vache fraichement trait se situe un peu en dessous de la neutralité, un
faible changement du Ph du c6té acide a des effets importants sur 1’équilibre des minéraux et

sur la stabilité de la suspension colloidale de caséine (Alais et Linden, 1997).
2. Acidité :

L’acidité naturelle est principalement due a la présence de protéines, surtout les caséines
et la lactalbumine, de substance minérale tels que les phosphates, CO2, et acides organiques le
plus souvent 1’acide citrique (Amiot et al., 2002), I’acidité est exprimée en degrés DORNIC
c’est-a-dire en décigrammes d’acide lactique par litre. (Veisseyre, 1979) Sous I’effet des

bactéries lactiques, la teneur en acide lactique augmente et donne une Nouvelle acidité nommée

acidité développée.

3. Densité :

La densité du lait est également liée a sa richesse en matiére seche, un lait pauvre en
matiére séche aura une densité faible (Goursoud, 1985). Elle dépend aussi de leur degré
d’hydratation, notamment en ce qui concerne les protéines. A 15 °C, la densité du lait de
mélange se situe entre 1.030 et 1.035 avec une moyenne de 1.032 (Hardy, 1987). Plus un lait

contient un pourcentage élevé en matiére grasse, plus sa densité sera basse. (Amiot et al., 2002)

I.4. Importance Nutritionnelle :
Le lait joue, un réle trés important dans I’alimentation Humaine, tant au point de vue
calorique que nutritionnel. Un litre de lait correspond a une valeur d’environ
750 Kcal facilement utilisables. Comparativement, aux autres aliments, il constitue un élément

de haute valeur nutritionnelle. L’intérét alimentaire du lait est :

v Une source de protides d’excellente valeur biologique
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v’ La principale source de calcium
v" Une source de matiére grasse

v Une bonne source de vitamines (Leroy, 1965)

Le lait est également une excellente source de minéraux intervenant dans divers
métabolismes Humains notamment comme cofacteurs et régulateurs d’enzymes. Le lait assure
aussi un apport non-négligeable en vitamines connues comme Vitamines A, D,
E (liposolubles) et Vitamines B1, B2, B3 (hydrosolubles). Il est néanmoins pauvre en fer et en
cuivre et il est dépourvu de fibres. (Cheftel et Cheftel, 1996)

La haute qualité nutritionnelle des protéines du lait repose sur leur forte digestibilité et
leurs compositions particulierement bien équilibrée en acides aminés indispensables. Pour le
nouveau-ne, les protéines du lait constituent une source protéique adaptée aux besoins de

croissance durant la période néonatale (Derby, 2001)

I.5. La qualité du lait :
1.5.1. Qualité organoleptique :
La qualité organoleptique englobe les caractéristiques : couleur, odeur, saveur
et flaveur (Fredot ,2005).

1. La couleur

Le lait est de couleur blanc mat, qui estdueen grande partie a la matiére
grasse (Fredot ,2005).

2. L’odeur

L’odeur est une caractéristique du lait du fait de la matiére grasse qu’il contient,
fixe des odeurs de I’animale. Elles sont liées a [’ambiance de la traite et a
I’alimentation. Au cours de la conservation, le lait est caractérisé par une odeur aigre

due a I’acidification par I’acide lactique (Vierling 2003)

3.La saveur

Le lait a une saveur légerement sucrée due a la présence d’un taux de lactose. (Vierling,
1998)
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4. La flaveur

Résulte d’un équilibre subtil entre de multiples composés : acides, alcools, ester, amines,
composes carbonyles et soufré ...etc. En interaction avec une matiére lipidique et

protéique (Vierling, 1998)

1.5.2. Qualité microbiologique :

Le lait, méme provenant d’une traite effectuée dans des conditions de propreté et
d’hygiéne normale, renferme de nombreux germes dont le développement rapide est assuré par
sa température a la sortie de la mamelle (35 °C) ainsi que par sa richesse en eau et en
glucides (Fredoit, 2006). Les microorganismes du lait sont répartis selon leur importance en
deux grandes classes : la flore indigene ou originale et la flore de contamination, cette derniére
est subdivisée en deux classes : la flore d’altération et la flore pathogéne (Vignola, 2002)

1. Flore indigene

Le lait contient peu de microorganismes lorsqu’il est prélevé dans des bonnes conditions
a partir d’un animal sain (moins de 103 germes/ml) (Guiraud, 1998). Cette flore se définit
comme I’ensemble des microorganismes qui se retrouvent dans le lait a 1a sortie du pis, il devrait
contenir moins de5 000 UFC/ml, les principales flores sont Micrococcus 30-
90%, Lactobacillus 10-30%, Streptococcus et Lactococcus < 10 (Vignola, 2002).

2. Flore de contamination

La flore de contamination est I’ensemble des microorganismes dans le lait de la récolte
jusqu’a la consommation. Elle se compose d’une flore d’altération et d’une flore

pathogéne. (Lamontagne, 2002)

A/ Flore d’altération

Elles sont des espéces bactériennes du lait cru capables de dégrader le lactose, les
protéines ou les lipides de cette matiére premiére (Richard, 1987). Les principaux genres
identifiés comme flore d’altération son pseudomonas sp, proteus sp, les coliformes, soit
principalement, escherichia et enterobacter, les bacillus sp, et clostridium,

certaines levures et moisissures, ils causeront des défauts sensoriels de golt,d’ar6mes,
d’apparence ou de texture et peuvent réduire la vie de tablette du produit laitier (Lamontagne,
2002)
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B/ Flore pathogéne

La présence de microorganismes pathogénes dans le lait peut avoir trois
sources: I’animal, 1’environnement et [’homme (Andelot, 1983). Les principaux
microorganismes pathogénes associés aux produits laitiers sont Salmonella sp.
Staphylococcus aureus, Brucella sp. Mycobacterium tuberculosis, Clostridium Botulinum et
Clostridiumperfringens, Bacillus cereus, Yersinia enterocolitica, Listeria monocytogenes,
Escherichia coli, Campylobacter jejuni, Shigella sonei, Brucella abortis (Lambien et German,
1961)

NB : certaines moisissures qui sont pour la plupart toxinogenes, c’est-a-dire qu’elles
produisent une toxine dans le produit alimentaire, c’est pour cette raison qu’il faut jeter tout
aliment moisi, car la toxine diffusée dans I’aliment sera source de danger pour la santé. Ces
derniers sont des micro-organismes ayant absolument besoin d’oxygeéne pour se
développer. C’est pourquoi on les retrouve principalement a la surface des produits laitiers ou
dans les canaux des fromages bleus. (Abdelmalek et Gibson, 1952)

Méme si les levures ne sont pas pathogeénes, la dégradation d’aliment causée par ces
microorganismes peut étre un indice de mauvaises pratiques de fabrication mal
contr6lées. (Abdelmalek et Gibson, 1952)

Tableau 06 : Contaminants et sources de contamination bactérienne du lait(Frank et
Hassan, 2002).

Sources Genres
Personnel Coliformes, Salmonella, Enterococcus, Staphylococcus
Air Streptococcus, Micrococcus, Corynebacterium, Bacillus, levures et

Intérieur du pis
Extérieur du pis
Féces
Appareil de traite
Litiere
Sol

Alimentation

Eau

moisissures
Streptococcus, Micrococcus, Corynebacterium
Micrococcus, Staphylococcus, Enterococcus, Bacillus
Escherichia, Staphylococcus, Listeria, Mycobacterium, Salmonella
Micrococcus, Streptococcus, Bacillus, coliformes
Clostridium, Bacillus, Klebsiella
Clostridium, Bacillus, Pseudomonas, Mycobacterium, levures et

moisissures

Clostridium, Listeria, Bacillus, bactéries lactiques

Coliformes, Pseudomonas, Corynebacterium, Alcaligenes
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1.6. Action de la flore du lait :

1.6.1.Aspect sanitaire

Des germes pathogénes peuvent étre responsables des maladies ou intoxications.
Graves genéralement limitées par la surveillance vétérinaire des animaux producteurs
(Guiraud, 1998). Les fiévres thyroides ou para-thyroides peuvent étre provoquées par les
entéropathogénes Salmonella, des toxi-infections ou intoxication par les Staphylocoques, le cas
de dysenterie par Shigella, d’intoxication par les Escherichia coli... Etc Le danger potentiel
étant considérable, les traitements appliqués au lait seront calculés de fagon a éliminer tout
risque (Guiraud, 2003).

1.6.2. Aspect qualitatif

De nombreux micro-organismes peuvent se développer abondamment dans le lait en
Entrainant par leur action des modifications de texture et de golt, ces altérations vont
Dépendre des conditions de stockage du lait (aération, température) et des traitements qu’il
subit (Brisabois, 2000).

1.7. Les Facteurs de variations sur la production et la composition du lait

1.7.1. Les facteurs intrinséques

D'aprées POUGHEON et GOURSAUD (2001), il existe indéniablement des
Les variabilités de composition entre les especes et les races, mais les études de comparaison
ne sont pas faciles a mener, car les écarts obtenus lors des controles laitiers sont la combinaison
des différences génétiques et des conditions d’élevage. Généralement, les races les plus laitieres
présentent un plus faible taux de matiéres grasses et protéiques, or le choix d’une race repose
sur un bilan économique global. C’est pourquoi un éleveur a tendance a privilégier les races qui
produisent un lait de composition élevée. Il existe ainsi une variabilité génétique intra-race

¢élevée, ¢’est pourquoi une sélection peut apporter un progres.

1-Le stade de lactation

L'évolution des principaux composants du lait est inversée par rapport a I'évolution de la
quantité produite durant toute la période de lactation. Les teneurs en matiere grasse et protéines
sont maximales au cours des premiers jours de lactation, minimales durant le deuxiéme et le
troisieme mois de lactation et s'accroissent ensuite jusqu'a la fin de lactation avec une

diminution de la production laitiére (Cond et al., 1968, Goursaud, 1985).

v" Age : Le niveau de production augmente avec I"age jusqu’a la quatriéme lactation, « La

régulation de la sécrétion lactée au cours de la vie productive de I"animal » ; cette
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progression est surtout notable pour le début de lactation. En revanche, la persistance
devient moins bonne quand les vaches vieillissent. (Perreau, 2014)

v Etatsanitaire : Les stress et les Iésions du pis, provoquant une rétention lactée, peuvent
modifier la composition chimique du lait. La premiére conséquence de la mammite est
la diminution de la quantité de lait produite. Une mammite provoque également une
modification de I’aspect du lait et de sa composition chimique. Plus la mammite est
grave, plus la composition du lait se rapproche de celle du plasma sanguin. La mamelle
1ésée se comporte comme un organe d’élimination : il y a diminution des molécules

élaborées et augmentation des molécules filtrées (Meyer et Denis, 1999)

1.7.2. Les facteurs extrinseques :

1. L'alimentation

La production et la composition du lait sont directement influencées par la quantité et la
qualité de l'alimentation (Meyer et Denis, 1999). Une sous-alimentation des vaches laitiéres,
entraine une diminution de la production laitiere, du taux protéique et une augmentation du taux
butyreux (Bamouh, 2006). Au contraire, une suralimentation peut induire a un exces
d'engraissement des vaches. En effet, les vaches trop grasses sont plus sujettes a différentes
infections bactériennes notamment les mammites. Ces dernieres ont un effet néfaste sur la
production ainsi que sur la qualité du lait (Beth, 1996). On sait que le taux protéique augmente
de maniére linéaire avec les apports. Energétiques, mais lorsque l'augmentation de ces apports
est réalisée par adjonction de matiére grasse, on assiste a une chute du taux protéique. Par
ailleurs, le taux protéique dépend aussi de la couverture des besoins en acides aminés

indispensables, lysine et méthionine en particulier. (Remond, 1978)

2. La traite

La traite est une opération qui consiste a extraire le lait contenue dans la mamelle, c'est
une opération essentielle qui assure a la fois le maintien de la bonne santé de la mamelle, la
qualité et la quantité du lait obtenu (Goursaud, 1985). La traite influe sur la quantité, au

travers de:

- Safréquence : trois traites par jour augmentent les quantités produites par animal
alors que le mono trait les réduit (I'effet sur la pression intra-mammaire pendant
I'intervalle sépare deux traites.) ; a I’inverse, la suppression d’une traite par
semaine, méme bien gérée, a un léger impact négatif a ce niveau.

- La qualité de son déroulement (préparation, ambiance dans laquelle elle se
déroule) ; I"effet trayeur » est reconnu unanimement (Perreau, 2014).
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3. Le logement des animaux :

Les principaux éléments sont :

v' L’indépendance des circuits (lait, déjection, animaux, aliments) ;
v' L’espace par animal suffisant pour limiter le salissement (respect des surfaces
minimales conseillées) ;

v La propreté du batiment :

- Paillage fréquent et suffisant
- Curage des aires d’exercice fréquent,
- Pas de travail de curage ou d’alimentation pendant la traite en salle de traite ou
juste avant en étable entravée ;
v’ La propreté des abreuvoirs ;
v' Stabiliser les chemins de retour des paturages vers la salle de traite (Perreau, 2014)

I1. Consommation du lait :

Le lait joue un role essentiel dans notre régime alimentaire quotidien a cause de sa
consommation en grande quantité sous forme de lait de consommation, de produits laitiers
variés et dans les préparations diverses. (Conserves, crémes glacées, ...Etc) (Cayot et Lorient,
1998)

11.1. Lait pasteurisé

Le lait pasteurisé est le produit le plus consommé du fait que le produit fini.
Conserve toutes les propriétés nutritionnelles du lait cru. Qui, autrefois, étaient surtout des
bouteilles en verre alors qu’aujourd’hui, il s’agit le plus souvent de récipients en carton ou en
plastique de formes diverses. Qui, autrefois, étaient surtout des bouteilles en verre alors
qu’aujourd’hui, il s’agit le plus souvent de récipients en carton ou en plastique de formes
diverses. Bien entendu, ces matériaux doivent étre de qualité alimentaire afin de ne pas altérer
le produit (Dupin et al., 1992). La pasteurisation est un procédé consistant a chauffer du lait
cru pendant quelques minutes ou secondes a une température la plus basse possible, entre 63
et 95 °C, puis a le refroidir a 4 °C de maniére a (revue laitiére francaise):

Détruire les germes nocifs qui pourraient étre présents dans le lait,

* réduire le nombre de microorganismes nullement dangereux pour la santé, mais
Susceptibles de nuire a la bonne conservation du produit,

« conserver par le froid les qualités du produit.

D’apreés Jeantet et al., (2008), on distingue trois types de traitements :
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« Pasteurisation basse (62- 65 °C/30min): elle n’est réalisable qu’en batch et est
Abandonnée en laiterie.

« Pasteurisation haute (71-72°C/15-40s) ou HTST (Hugh température short Time): elle
est réservée aux laits de bonne qualité hygiénique. Au plan organoleptique et nutritionnel, la
pasteurisation haute n’a que peu d’effets. Au niveau biochimique, la phosphatase alcaline est
détruite par contre la peroxydase reste active et les taux de dénaturation des protéines sériques
et des vitamines sont faibles. La date limite de consommation (DLC) des laits ayant subi une
pasteurisation haute est 7 jours aprés conditionnement (bouteille en verre ou en carton,
polyéthyléne ou aluminium).

* Flash pasteurisation (85-90°C/1-2s): elle est pratiquée sur les laits crus de qualité

moyenne; la phosphatase et la peroxydase sont détruites.

11.1.1. Conservation du lait pasteurisé

Le lait pasteurisé a une durée de conservation beaucoup plus courte. Il peut se
conserverde7 a 10 jours apres pasteurisation pour la pasteurisation classique et de 15 a 20 jours
pour la haute pasteurisation. Une fois ouvert, il ne doit pas étre gardé plus de 48 h. (IPLC,
2015)

11.2. Lait stérilisé :
Selon le procédé de stérilisation, on distingue le lait stérilisé et le lait U.H.T définis en

1979. Ces laits doivent étre stables jusqu’a la date limite de consommation.

1- Lait stérilisé

Le lait sterilisé est obtenu apres 20 minutes de chauffage a 120 °C dans un emballage
Etanche (Guiraud, 1998). Conditionné dans un récipient hermétiquement clos, étanche au
liquide et au micro-organisme pathogenes (Leseur & Melik, 1990), il peut se conserver trés
Longtemps a température ambiante (Guiraud, 2003).

2- Lait U.H.T. (ultra haute température)

C’est un lait ayant subi une pasteurisation particuliére, soit un traitement thermique a
des températures trés élevés ou ultra haute température (U.H.T). La stérilisation

U.H.T detruit tout les organismes présents dans le lait, tout en laissant presque intacte la
plupart des éléments nutritifs, seule la vitamine C subit une diminution mais le lait n’est pas
considéré comme une source de vitamine C. La saveur du lait UHT ne fait
pas I’'unanimité chez les consommateurs, car on peut lui trouver une légere saveur de « lait
cuit». Le lait UHT est conditionné dans des contenants aseptiques scellés, il peut se conserver

dans son emballage a la température de la piece pendant 3 mois, mais une fois 1’emballage
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ouvert, on doit le consommer dans les jours suivants, car il est plus vulnérable au

développement de germes.

3- Stérilisation a ultra-haute température (U. H .T.)

Le lait est chauffé a 135-140 °C pendant deux secondes, puis conditionné dans un
Emballage stérile. La destruction des germes est totale. Ce type de traitement a haute
température et de plus courte durée permet de ne pas altérer les qualités organoleptiques du
lait. Ce lait est le plus consommé de nos jours (Noblet, 2012).

Les procédés U.H.T. mettent en ceuvre, soit le chauffage indirect dans des échangeurs.
Tubulaires ou a plaques, soit le chauffage direct par contact du lait avec de la vapeur d'eau Sous
pression.

« Le chauffage indirect se fait dans des échangeurs comparables a ceux utilisés pour la
pasteurisation, mais adaptés aux conditions du traitement. La température de chauffage est
généralement de 145 °C pendants 3 a 4 secondes (Galesloot, 1962).

« Le chauffage direct se fait par mélange de lait et de vapeur, par injection de vapeur dans
le lait (upérisation) ou par pulvérisation du lait dans la vapeur. Cela assure une élévation quasi-
instantanée de la température du lait vers 140-150 °C et le maintien de celle-ci pendant environ
2 secondes. Une partie de la vapeur se condense dans le lait, ce qui le dilue d'environ 10 %. Il
est donc nécessaire de faire suivre le chauffage d'une évaporation permettant de ramener la

matiére seche du lait a sa teneur initiale (Galesloot, 1962).

11.2.2. La conservation du lait stérilisé :

« Les laits U.H.T. et stérilisés peuvent se conserver encore plus longtemps, car les dates
indiquées sur 1’emballage sont des DLUO (date limite d’utilisation optimale) maintenant
qualifiées de DDM (date de durabilit¢ minimum). En d’autres termes, ils vont simplement
présenter des caractéristiques organoleptiques différentes une fois la date dépassée, mais leur
consommation est sans danger.

* Les laits U.H.T. se conservent au minimum 90 jours a température ambiante (22 °C) et
a I’abri d’une lumiére directe. Quant aux laits stérilisés, ils se conservent encore plus longtemps
pour Des périodes pouvant aller jusque 150 jours soit environ 5 mois. Une fois ouverts, les
laits U.H.T. et stérilisé se conservent au maximum 3 & 5 jours a une température maximale
de 4°C (IPLC, 2015).
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I11. Controéle de la qualité microbiologique du lait :

Le contréle microbiologique des aliments a pour objectif de contrbler les caractéeres
moins apparents mais fondamentaux d’un produit alimentaire. Il s’agit de la salubrité, ¢’est-a-
dire ’absence d’action toxique, de microorganismes pathogénes ou toxinogénes ainsi que le
niveau des populations des germes d’altération. Par ailleurs, dans le cas des conserves, il
controle la stabilité des produits, c’est-a-dire 1’aptitude du produit a ne pas s’altérer trop

rapidement si les conditions de stockage sont respectées. (Andrews, 1996)

I11.1. La qualité du lait pasteurisé :
Les germes recherchés dans le lait pasteurisé d’apres le journal officiel de la république

algérienne N 39 (J.O.R.A., 2017) sont :

111.1.1. Les Germes aérobies a 30 °C (ou flore totale) :

La flore aérobie mésophile a 30 °C représente 1’ensemble des microorganismes qui se
développant en présence d’oxygéne. Cette microflore peut comprendre des microorganismes
pathogenes pour I’Homme, mais aussi des micro-organismes d’altération, leur détection dans
les aliments traduit une altération qui amoindrit la qualité intrinséque de la denrée (godt, odeur,
aspect) (Bonnefoy et al .2002). Les aliments les plus souvent contaminés sont : tous les
aliments préts a consommer susceptibles d'avoir été conservés dans des conditions de

température trop élevée et/ou de durée trop longue (Jean, 2007)

111.1.2. Les coliformes :

Les coliformes totaux sont des bacilles a Gram négatifs, aérobies ou aéroanaérobies.
Facultatifs, non sporulés, ne possede pas d’oxydase, capables de se multiplier en présence de
sels biliaires et capables de fermenter le lactose avec production d’acide et de gaz en 24 a48 h
a une température comprise entre 36 et 37 °C, selon la norme ISO. Les coliformes se
répartissent en 2 groupes distincts :

« Les non-fécaux dont 1’origine et I’environnement général des vaches. IIs sont détectés
dés 30 °C

* Les fécaux dont I’origine essentielle est le tube digestif, qui sont plus thermo
tolérants (détectés a 44 °C). Escherichia coli fait partie de ce dernier groupe

But : L’intérét de la recherche et le dénombrement des coliformes totaux et coliforme
fécaux (E. coli), est de déterminer si le produit testé contient une contamination
fécale (Joffin et Joffin, 1985)

18



Synthese bibliographique

111.1.3. Les Salmonelles :

Les salmonelles sont des bactéries a Gram négatif de type aérobie-anaérobie facultatif
appartenant a la famille des Enterobacteriaceae et possédant toutes leurs caractéristiques
biochimiques (Grimont et al., 1986). Les salmonelles sont toujours pathogenes provoquant
des gastro-entérites (avec Eventuellement de graves complications). Leur recherche et leur
identification permettent donc de montrer le danger possible d’un produit. (Christiane et Jean-
Noél, 2003)

I11.2. La qualité du lait U.H.T:
111.2.1. Les Germes aérobies a 30 °C :
Les germes aérobies a 30 °C sont les seuls germes recherchés dans le lait U.H.T. d’aprés
(J.O.R.A., 2017).
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Chapitre | : Materieles et méthodes

I. Matériel et méthode

Ce travail a été réalisé au niveau du laboratoire de microbiologie de 1’université
Echahid Hamma Lakhdar EI-Oued, et derniere période dans CHIHABI LABORATORY
le but de faire une analyse microbiologique d’un lait pasteurisé et un lait U.H.T. acheté du
marcher. Durant une période presque deux mois (du 13 mars 2021 jusqu’aux 08 mai 2021).
L’étude consistait en la recherche et le dénombrement de

« La flore mésophile aérobie totale ;

* Les coliformes ;

* Les salmonelles ;

* Les staphylocoques ;

« Les levures et moisissures.

1.1 Mateériel
Le materiel habituelle du laboratoire de microbiologie (materiel de stérilisation,
matérield’incubatin, la verrerie et les instruments de prises d’essai) utilisé dans ce travai
* Verrerie (tubes a essais, pipettes Pasteur, eprouvettes, beichers, flacons, erlenmeyer,)
* Micropipette
* Portoir des tubes a essai
* Boites de Petri
* Balance électrique
* Baron magnétique
* Bec Bunsen
* Autoclave
* Etuve
* Agitateur de type vortex
* Plaque chauffante agitante

» Bain Marie

1.2. Méthode
1.2.1. Echantillonnage
Les échantillons de lait a analyser ont été achetés aléatoirement en épicerie a el-oued .
1.2.2. La conservation des échantillons
Le lait est conservé a deux conditions selon la température jusqu’au-dela de la date limite
de conservation (indiquée sur I’emballage de chaque type de lait: dépasse de 1 mois pour le lait

U.H.T. et 5 jours pour le lait pasteurisé):
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« Un sachet du lait pasteurisé et une boite du lait U.H.T. conservés a une température de
4°C au refrigérateur.
« L’autre sachet du lait pasteurisé et la 2eme boite du lait U.H.T. laissés a température

ambiante.

1.2.3. Homogénéisation :

Cette opération a pour but de repartir uniformément les microorganismes présents dans
I’échantillon a fin que la prise de la quantité aliquote soit représentative, de la totalité de
I’échantillon. Les produits sont agités manuellement ou mécaniquement au vortex ou
agitateur. (Guiraud et Rosec, 2004)

1.2.4. Traitement des échantillons :
Dans une zone stérile, devant un bec Bunsen allumé et sur une paillasse
Préalablement désinfectés par une solution d’eau de Javel, les sachets et les boites sont

désinfectés avec un coton imbibé d'alcool.

1.2.5. Préparation des dilutions : (JORA N° 70 du 7 novembre 2004).

v Principe : Préparation de la dilution primaire (suspension mere) et si nécessaire, des
dilutions Décimales suivantes en vue de réduire le nombre de micro-organismes par unité
de volume, Pour faciliter I'examen microbiologique

v' Mode opératoire : Préparer une série de tubes étiquetés de 10-1 a 10-3 pour chaque
échantillon, les répartir Aseptiquement a I’aide d’une pipette pasteur stérile, déposer 1
ml de la suspension mere (lait) dans un tube a vis stérile contenant au préalable 9 ml de
diluant (eau physiologique) cette dilution constitue alors la dilution de 1/10 ou 10-1,
prélever ensuite 1ml de celle-ci a 1’aide d’une autre pipette stérile et la porter dans un
autre tube d’eau physiologique de 9ml pour avoir la dilution au 1/100 ou 10-2 et ainsi de
suite jusqu'a la dilution 10-3 , homogénéiser chaque dilution , en ayant soin de changer

la pipette entre chaque dilution afin d’éviter et de fausser les résultats.
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| ml Iml Im

9 ml d’eau physiologique

Produit a
analyse

Figure N°1: Technique de préparation des dilutions décimales successives.

1.2.6. Ensemencement et déenombrement :
Le but des techniques de dénombrement est de déterminer la charge en bactéries
contenues dans une préparation initiale. L’incubation est effectuée selon le microorganisme

recherché soit en aérobiose ou en anaérobiose (tableau 07).
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Tableau 07 : conditions de cultures des groupes bactériens susceptibles de se développer

dans le lait.
Microorganismes Milieux de Techniqued'ensemence Température et
recherchés culture ment duree d'incubation
Flore totale aérobie PCA en masse 30°C/24 a72 h
mésophile (FTAM)
Coliformes totaux VRBG en masse 37°C/24 248 h
Les Staphylocoques BAIRD-PARKER en surface 37°C/24h
Les salmonelles Hektoen en surface 37°C [24h
Les lactobacilles MRS en masse 37°C/5 jours
Sabouraud en masse 25°C (5 jours

Les levures et

moisissures

pour les moisissures et 24 h

pour les levures)

1.3. Les analyses microbiologiques du lait

1.3.1. La recherche de la flore totale aérobie mésophile
Dénombrer la flore totale, c’est tenter de compter tous les microorganismes présents.

v Principe : Pour le dénombrement de la flore totale, on effectue un ensemencement en

masse sur une gélose glucosée a I’extrait de levure ou appelée également PCA

(Plate Count Agar). (JO. N°70 de 7/11/2004). (Annexel)

A : Solidification sur la paillasse
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Figure N°2 : Dénombrement des flore totale aérobie mésophile
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1.3.2.Recherche et dénombrement des coliformes totaux :

Les bactéries coliformes appartiennent a la famille des Enterobacteriaceae.

v Principe : Pour le dénombrement de le coliforme totaux, on effectue un ensemencement en
masse sur une gélose VRBG (Violet Red Bile Glucose Agar) (JO. N°70 de 7/11/2004).

(annex 2)

A : Solidification sur la paillasse B : Apreés lincubation

Figure N°3 : Dénombrement les coliformes totaux

1.3.3. Recherche et dénombrement des staphylocoques :

Permet de savoir si le produit présente des risques Pour le consommateur, ils sont les seuls
a produire éventuellement une entérotoxine protéique causant 1’intoxication alimentaire
(Guiraud, 1998).
v Principe :

Le dénombrement des staphylocoques peut se faire sur le milieu Giolitti Cantonii ;
L’enrichissement sur le milieu Giolitti Cantonii permet une meilleure revivification

L’isolement au milieu BAIRD-PARKER (‘annex 3)
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A : Enrichissement sur Giolitti Cantoni B : Apres lincubation

A : Solidification sur la paillasse B : Aprés lincubation

Figure N°4 : dénombrement des staphylocoques aureus

1.3.4. Recherche et dénombrement des salmonelles : (Méthode selon JO. N°70 de
7/11/2004).
La recherche de Salmonella comporte plusieurs étapes (Lebres et Mouffok, 1999):

(annex 4)
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A: Pré-enrichissement dans milieu vert B: Enrichissement dans le
brillant milieu MK /SC

C : Solidification sur la paillasse D : Aprés Uincubation

Figure N°5 : Dénombrement des salmonelles

1.3.5. Recherche et dénombrement des levures et des moisissures

Les levures et les moisissures sont des microorganismes hétérotrophes contrairement aux
bactéries. Ce sont des organismes aérobies, en genérale acidophiles, mesophiles et
souvent osmophiles, ¢’est-a-dire capables de se développer sur des milieux a faible activité

d’eau et riche en agar (Dupin, 1992).

v" Principe :
Les levures et moisissures cultivent a 25 °C sur le milieu Sabouraud et se retrouvent dans

la nature (Michel, 2007).(annex 5)
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A : Solidification sur la paillasse B : Apreés lincubation

Figure N°6 : Dénombrement des levures et des moisissures
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Chapitre 11 : Résultats et Discussion

1. Germes rencontrés dans les échantillons du lait

En analysant les échantillons du lait étudiés, les résultats des analyses microbiologiques
révelent la présence selon 1’aspect des colonies obtenues sur des milieux de culture sélectifs,
des germes appartenant a la flore aérobie mésophile totale, aux coliformes, aux levures et
moisissures. L’absence des salmonelles, des staphylocoques et les lactobacilles a aussi

été enregistrés (tableau 08).

Tableau 08 Résultats de I’analyse microbiologique des échantillons des deux types du lait

analysés.
Germes Aspect des colonies
FTAM Présence de colonies de couleur blanche de
différentes tailles.
Coliformes totaux Présence de colonies rouges foncé.
Staphylocoques Absence de colonies.
Salmonelles Absence de colonies.
Lactobacilles Absence de colonies.
Levures et moisissures Présence de colonies de levures rondes, de

couleur blanche. Les colonies des

moisissures sont Absence .

11.1. Flore mésophile aérobie totale (FTAM)
Aprés comptage des germes mésophiles aérobies totaux contenus dans des boites de
Pétri (gélose PCA) aprés 72 h d’incubation a une température de 30 °C. Les résultats sont notés

sur le tableau 09.

Tableau 09 : résultats de dénombrement de la FTAM dans le lait pasteurisé et U.H.T

Type des échantillons
Lait pasteurisé ) o ) )
) Lait pasteurisé | Lait UH.T.(T° | Lait UH.T.(T®
T°ambiante )
(T° 4°C) ambiante) 4°C)
Résultats (UFC/ml) 10x10 2 9x10 2 1x102 Absence

Normes (UFC/ml)

2x10° 10/0.1ml
(JORA n39,2017)
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comparaison de charge microbienne de deux lait &
température pour le FTAM

N
r rs 600
~ F \* 200

Lait U.H.T. Lait U.H.T. Lait Lait
(T°4°C)  (T° ambiante) pasteurisé  pasteurisé
(T° 4°C) T°ambiante

Dénombrement UFC/ml

Température de conservation

Figure N°7: Résultats de dénombrement de la FTAM dans les quatre échantillons du lait.

La FTAM c’est la flore la plus recherchée dans les analyses microbiologiques qui nous
renseigne sur la qualité hygiénique du lait (pasteurisé et U.H.T)

Le dénombrement de cette flore pour les échantillons de lait U.H. T conservé a T°
ambiante et a 4°C est de : 2x102 UFC/ml, 0 UFC/ml respectivement, et selon le plan
d’échantillonnage fixé dans les normes de ( J.O.R.A., 2017), ces valeurs ne dépassent pas le
seuil de contamination malgré que date de péremption soit dépassée de5 jours.

Ces resultats révelent que ces échantillons sont de qualité acceptable.

Tandis que la charge de FTAM dans les échantillons du lait pasteurisé conservé a T°
ambiante et a 4°C est de : 10x10 2UFC/ml,9 x10 2UFC/ml respectivement, ces valeurs, | au-
dessous de la norme malgré que a date de péremption étant dépassée d’un mois, la
contamination s’aveére étre comparée au normes (J.O.R.A., 2017). Donc considéré comme étant
de qualité microbiologique acceptable.

D’aprés les résultats de recherche et de dénombrement des FTAM on peut conclure que
le lait pasteurisé analysé présente une charge microbienne élevée comparé aux normes et le lait
U.H.T analysé dépassant sa date de conservation de cing jours présente une charge microbienne
faible.

La charge élevée en FTAM dans le lait, pasteurisé par rapport au lait U.H.T, peut étre du
a de contaminations sont également a considérer tel que les mauvaises conditions de transport

et le manque d’hygiéne pendant la fabrication.
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11.1.1. Les coliformes

11.1.2. Les coliformes totaux

Résultats et Discussion

Apres comptage réalise sur les boites de Pétri contenant les coliformes totaux et apres 24

ha48 h d’incubation a une température de 37 °C sur la gélose VRBG. Les résultats sont
rapportés sur le( tableau 10)

Tableau 10 : résultats de dénombrement des coliformes totaux dans le lait pasteurisé

et UH.T
Type des échantillons
Lait pasteurisé (T° | Lait pasteurisé | Lait U.H.T. (T° Lait UH.T. (T°
ambiante) (T° 4°C) ambiante) 4°C)
Résultats
14x102 10x102 9x10 2 2x10°2
(UFC/ml)
Normes
(UFC/mI) 10 Absence
(JORAN39,2017)
comparaisonde la charge microbienne des deux lait a
température pour le coliforme totaux

£

1400 )

1200 5

1000 %

800 g

600 @

400 =

200 §

3

Lait UH.T.  Lait UH.T. Lait Lait e

(T°4°C) (T° ambiante) pasteurisé  pasteurisé
(T° 4°C) (T° ambiante
Température de conservation

Figure N°8: Résultats de denombrement de la des coliformes totaux dans les échantillons du

lait étudiés.

Les resultats montrent que le nombre de coliformes totaux dans de lait U.H.T conservé a
T° ambiante et a 4°C est de : 9x10? UFC/mI, 2x102 UFC/mI respectivement, et selon le plan

d’échantillonnage fixé dans les normes de (J.O.R.A., 2017), ces valeurs dépassent le seuil de

contamination.
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Tandis que la charge de dans les échantillons du lait pasteurisé conservé a T° ambiante et
a4°Cestde :14 x10 2UFC/ml, 10 x10 2UFC/ml respectivement, ces valeurs, plus élevé comparé
aux valeurs indiquées par lanorme de (J.O.R.A., 1993) : 10ml pour le lait pasteurisé et absence
totale dans le lait U.H.T

Donc considéré comme étant de qualité microbiologique inacceptable.

La présence des coliformes totaux n’est pas obligatoirement une indication directe de la
contamination fécale (Larpent, 1990), il s’agit donc plutot de marqueurs de mauvaise maitrise
d’hygiéne ainsi que de la mauvaise manipulation (Guiraud et Rosec, 2004). Leur présence
dans les produits traités thermiquement (lait pasteurisé et U.H.T.) peut étre due également a

I’inefficacité du traitement thermique (notamment la pasteurisation).

11.1.3. Les salmonelles :

Les salmonelles sont totalement absentes dans tous les echantillons analysés. Donc les
produits sont conformes aux normes du (J.0.R.A2017) : absence totale des salmonelles dans
le lait U.H.T. et le lait pasteurisé absent dans 25ml

Les salmonelles sont des germes qui se mettent difficilement en évidence. Ceci peut étre
une explication possible de cette absence (Dubois et Smoragiewics, 1982).

Cela prouve que l’opération de pasteurisation et de stérilisation appliquée dans la
fabrication du lait pasteurisé et U.H.T., ont été faite d’une manié¢re convenable du point
de vue temps/température, et que ces traitements thermiques ont éliminé presque la totalité des
flores banales, et méme pathogenes. L’absence ou la faible présence de la flore pathogéne peut
trouver son explication dans le fait que la contamination initiale va subir I’effet de 1’abaissement
du pH et de I’antagonisme des bactéries lactiques (Alais,1984). On aboutit a un faible taux de
la flore pathogene, voire leur absence.

11.1.4. Les staphylocoques

Pour les deux types de staphylocoques dans le lait, les résultats obtenus sont négatifs, ce
qui signifie qu'il n'y a pas de staphylocoque du tout, donc ces deux produits répondent a la
norme de (JORA, 1993), qui indique que la valeur ci-dessus est 10/ La péremption date de ml
de lait pasteurisé et I'absence totale dans le lait UHT

Les propriétés physiques et chimiques du lait sont propices au développement
staphylocoque. Mais ils sont trés sensibles a I'acide produit par les bactéries lactiques (Beerens
et Luquet, 1987) et sont donc inhibés. Ceci peut expliquer I'absence de staphylocoques dans

I'échantillon de lait analysé.
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11.1.5. Les levures et moisissures :

Aprés incubation pendant 5 jours (24 h pour les levures) a une température d’environ
25°C sur la gélose Sabouraud, les résultats de la recherche des levures et moisissure dans les
échantillons du lait sont montrés dans le tableau 11 :

Tableau 11 : résultats de denombrement des levures dans les quatre échantilons du lait.

Type des échantillons

Lait pasteurisé (T° Lait pasteurisé Lait UH.T. (T® Lait U.H.T. (T° 4°C)
ambiante) (T° 4°C) ambiante)

Résultats 9x10? 00 00 00
(UFC/mI)

Pas de norme

comparaison de la charge microbienne des deux lait &
température pour le levures et moisissures
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-
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(T°4°C)  (T° ambiante) pasteurisé  pasteurisé
(T°4°C)  (T° ambiante)

Températue de conservation

Figure N°9: Résultats de denombrement des levures dans les quatre échantillons du lait.

Les résultats de la recherche des levures et moisissures montrent une absence totale de
ces germes dans les échantillons du lait U.H.T conservé a 4 °C et a T ambiante, et lait pasteurisé
conservé a 4 °C On observe une présence assez importante de levures dans les échantillons ces
resultat conformes aux normes du (J.0.R.A.,2017)

Tendisque du lait pasteurisé conservé a T ambiante : 9 x 10 2 UFC/ml, ces valeurs, plus
élevé comparé aux valeurs indiquées par la norme de (J.0.R.A.,2017) : absence totale pour le
lait pasteurisé et le lait U.H.T

il est difficile d’entier une conclusion pratique de ces résultats, car ce sont des éléments
permanents de I’environnement, ils traduisent eux aussi le fait qu’au cours de la fabrication le

lait pasteurisé est trés exposé a l’air ambiant. La présence massive des levures dans les
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échantillons de lait pasteurisé peut étre due a une forte contamination extérieure et une mauvaise

hygiéne des locaux de fabrication et de stockage.
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conclusion

Le lait prendre une place trés importante dans notre vie, pour cela, il doit respecter;
Quelques critéres trés importants avant de le consommer.

Le principe de contrdle de la qualité du lait des especes animales est trés simple, il suffit
de comparer les résultats obtenus par I’analyse microbiologique avec les normes et les regles.

Malgré les traitements thermiques, la qualite du lait (pasteurisé et U.H.T.) et sa durée de
vie sont limitées par le développement des populations microbiennes de contamination.

Les deux échantillons du lait contenaient des FTAM (Lait pasteurisé laissé a température
ambiante et a4 °C de : 10 x 102 UFC/ml et 9 x 10°UFC/ml, respectivement, et lait U.H.T. laissé
a température ambiante : 1 x 102 UFC/ml et absence a 4 °C

Des coliformes totaux dans le lait pasteurisé conservé a 4 °C et a température ambiante
de : 14 x 10?2 UFC/ml et 10 x 10 2 UFC/ml respectivement, et dans le lait U.H.T. conservé a 4
°C et a température ambiante de : 9 x 102 UFC/ml et2 x 102 UFC/ml respectivement.due a
considérer des pratiques d’hygiene insuffisantes lors de transport et fabrication.

Aucun agent pathogene pour I’homme n’a été trouvé (absence totale des Staphylococcus
aureus et Salmonella). Dans notre étude, nous constatons que si la date de péremption d’un lait
méme traité par la chaleur (pasteurisation ou stérilisation) soit dépassee, il devient impropre a
la consommation, si conserveé au refrigérateur a 4 °C.

On conclut également suite au résultat de notre étude, que le lait pasteurise se contamine
facilement (charge microbienne élevée FTAM, coliformes...) comparé au lait U.H.T , ce qui
peut étre dd au fait que le lait stérilisé est plus riche de composition que le lait pasteurisé. (du

moins pour nos produits analysés qui ont été achetés au marche)
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Annexes

Annexel
%+ Mode opératoire :
eIntroduire a I’aide d’une pipette pasteur (1 ml) de chaque dilution (10 - 1 a 10-6 pour le
lait pasteurisé et 10-1 a 10-4 pour le lait U.H.T), dans des boites de pétri.
*Verser par la suite la gélose PCA maintenue en surfusion. Puis effectuer des mouvements
circulaires pour homogénéiser.

«Apres solidification, incuber. On incube les boites a 30 °C pendant 24 -72 h.

% Lecture

L’exploitation des résultats se fait de la maniere suivante :
-On retient les boites contenant 20 a 300 colonies.

-On calcule le nombre de microorganismes par ml a I’aide de la formule suivante:

_ Xc
= (n1+0.1n2)d

ou
>c: Somme totale des colonies comptées.
nl: Nombre de boites comptées dans la premiére dilution.
n2: Nombre de boites comptées dans la seconde dilution.
d: Facteur de dilution a partir duquel les premiers comptages ont été obtenus.
Annex 2
% Mode opératoire :

-Transférer 1 ml double couche des dilutions retenues (10-1 a 10-6 pour le lait
pasteurisé et 10-1 a 10-4 pour le lait U.H.T.) dans les boites de Pétri stériles, couler 15 ml de

gé¢lose VRBG (Violet Red Bile Glucose Agar) en surfusion et mélanger I’inoculum avec le
milieu (NA6803-2005., 1SO4832, 2006).

Laisser solidifier en posant les boites sur une surface fraiche et horizontale.
On incube les boites a 37 °C £1 °C pendant 24 heures +2 h.

%+ Lecture : Colonies de couleur rouge foncé et de 0.5 mm de diametre.
Annexe 3
¢+ Mode opératoire :
e Enrichissement :

A partir des dilutions décimales retenues (10-1 a 10-6 pour le lait pasteurisé et 10-1 a
10-4 pour le lait U.H.T.), porter aseptique ment 1 ml par dilution dans un tube a vis stérile.



Annexes

Ajouter par la suite environ 15 ml du milieu d’enrichissement. Bien mélanger le milieu et
I’inoculum.

¢ Incubation : L’incubation se fait a 37 °C pendants 24 a 48 h.
% Lecture

-Seront considérés comme positifs, les tubes ayant virés au noir

-Pour s’assurer qu’il s’agit bien d’un développement de Staphylococcus aureus, ces tubes
feront I’objet d’un isolement sur gélose BAIRD-PARKER préalablement fondu, coulée en
boites de pétri et bien séchee

-Les boites de BAIRD-PARKER *BP* ainsi ensemencées seront incubées a leur tour a
37 °C pendant 24 a 48 h. Apres ce délai, repérer les colonies suspectes a savoir les colonies
noires, avec halo opaque. (NF EN 1SO 11133, NF T90-412).

Annex4

X/

%+ Mode opératoire :

1.Pré-enrichissement (non sélectif) : Prélever 250 ml de produit a analyser que 1’on
introduit dans 2,25 ml de vert brillant & 1 % incubée a 37 °C pendant 18 a 24 heures.

2. Enrichissement (sélectif):

-Introduire 10 ml du liquide pré-enrichi dans 100 ml de bouillon sélénite-cystine. Incuber
a 37 °C pendant 48 h.

-Introduire 10 ml du liquide pré-enrichi dans 100 ml de bouillon Muller Kauffmann.
Incuber a 43 °C pendant 48 heures

3. Isolement :

A partir du milieu d’enrichissement, 1’isolement est réalisé sur gélose Hektoen, puis les
boites sont incubées a 37 °C pendant 24 h.

« Lecture:

La lecture consiste a dénombrer les colonies caractéristiques de 2 a 4 mm de diametre,
lisses de couleur vertes centre noir.
Annex 5

7/

¢+ Mode opératoire :

A partir des dilutions décimales (10-1 a 10-6 pour le lait pasteurisé et 10-1 a 10-4 pour le
lait U.H.T.), porter aseptique ment 0.1 ml de chaque dilution aux boites Pétri contenant le milieu

Sabouraud préalablement fondu et solidifié, puis les étaler sur toute la surface du milieu a I’aide
d’un rateau stérile (NA 5911-1SO 6611, 2004)

+* Incubation :

Les boites seront incubées a 25 °C pendant 24 h jusqu’a 5 jours.
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« Lecture :

-Les levures et les moisissures se multiplient en surface ;
-11 s’agit des colonies blanches dont les levures ont une structure sphérique.
Annex 6

Milieux de culture

Milieux liquide Milieux solide
e Gélose PCA
¢ Bouillon Giolitti Cantoni (GC) e Gélose VRBG
¢ Bouillon Muller Kauffemanne ¢ Milieu BAIRD-PARKER
e Bouillon Sélénite cystine e Gélose Hektoen
o Eau physiologique e Milieu Sabouraud
e Gélose MRS

Composition des milieux de culture cités :

% Gélose PCA (plate count agar)

Composition g/l
Tryptone 5

Extrait autolytique de levure 2,1
Glucose 1

Agar 15

Dissoudre 20.5¢g dans un litre d’eau distillée ; autoclaver 15min a 121°C ; pH =7,4+0,1
+»» Gélose VRBG

Composition g/l
Extrait de levure
Peptone 375
Chlorure de sodium 1.5
Sels biliaires 10
Glucose 0.03
Rouge neutre 0.002
Cristal violet 12
Agar

Dissoudre 39.5¢ dans un litre d’eau distillée ; autoclaver 15min a 121°C ; pH =7,4+0,1



% Milieu Giolitti Cantoni

Annexes

Composition g/l
Tryptone 10
Extrait de viande 555
Extrait de levure 20
Chlorure de lithium 5
Mannitol 1.2
Chlorure de sodium 3
Glycine

Pyruvate de sodium

Dissoudre 54.2g dans un litre d’eau distillée ; autoclaver 15min a 121°C ; pH =7,4+0,1

% Gélose BARD-PARKERI

Composition g/l
Extrait de viande 4
Truptone 9

Extrait autolytique de levure 0.9
Pyruvate de soduim 9

Glycine 10.8

Chlorure de lithium 4.5

Agar agar bacteriologique fibrinogene 135
bovin plasma de lapin .EDTA 5
Inhibiteure de trypsine 25
Tullurite de potassium 25

25

Dissoudre 58 g dans un 950 d’eau distillée ; autoclaver 15min a 121°C pH =7,2+0,1

«* Milieu Muller Kauffmann

Composition g/l
Tryptone 8.6
Extrait de viande 4.3
Sel bilaires 4,78
Chlorure de soduim 2.6
Carbonate de calcium 38.7
Thiosulfate de sodium anhydre 30.45
Vert brillant 9.6

Lode 4

Lodure de potassium 5
Novobiocina 40mg

Dissoudre 89.5g dans un litre d’eau distillée ; ne pas autoclaver ; pH =7- 8

+ Sabouraud

Composition g/l
Extrait de levure 5
Glucose 20

Chloramphénicol 10.1
Agar 11

Dissoudre 56 g dans un litre d’eau distillée ; autoclaver 15min a 121°C; pH=7




«» Gélose Hektoen

Annexes

Composition g/l
Peptone 12
Lactose 12
Sucrose 12

Bile salts N°3 09

NaCl 05

Sodium thiosulfat 05

Yeastextract 03

Solicit 02

Ferric ammonium citrate 15

Acide fuchsin 0.1
Bromo thymol blue 0.064

Dissoudre 76 g dans un litre d’eau distillée ; autoclaver 15min a 121°C; pH=7

% Gélose MRS (Man, Rogosa, Sharpe)

Composition g/l
Peptone 10
Extrait de viande 842
Extrait de levure Iml
Citrate d’ammonium 2
Tween 80 0.2
Hydrogenophosphate de potassium 0.05
Sulfate de magnésium 10

Sulfate de manganese
Agar

Dissoudre 70.3 g dans un litre d’eau distillée ; autoclaver 15min a 121°C; pH=7

+«» Milieu sélénite-cystine.

Composition g/l

Tryptone 5

Lactose 4

Disodium hydrogénophosphate 10

hydrogénosélénite de sodium 4
L-cystine 10mg

Dissoudre 23 g dans 1010ml d’eau distillée ;ne pas autoclaver; 7,0+0,2
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«+ Eau physiologique
Chlorure de sodium .

Annexe 7
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