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Introduction

Avec sa compositionéquilibrée en nutriments de base (protides,lipides et glucides) et

sa richesse en vitamines et minéraux notamment le calcium, le lait occupe une place

stratégique dans 1'alimentation quotidienne de I'homme. Considéré comme I'aliment le plus

consommable dans le monde, plusieurs catégories de lait se vendent sur le marché ; parmi

elleson trouve le lait conditionné pasteurisé qui est réparti en:lait reconstitué pasteurisé et lait

de vache pasteurisé.(Mathieu, 1998).

Notre étude vise a établir uneanalyse microbiologique et autrephysicochimique pour

ces deux variétés de lait d’une marque commercialisée dans 1’est algérien « Guelma » et

enfin comparer les différents résultats trouvés.

Pour cela on a choisi de partager notre travail en deux parties :

>

La premiere comporte un
chapitreintitulérecherchebibliographique :ilestconsacréessentiellement a présenter les
principauxcaractéristiquesphysicochimiques, bactériologiques, nutritionnels, et types

de laitcommercialisés.

Et la deuxiémepartiecontientdeuxchapitres :

Le premier estintitulématériel et méthodes, qui décrit le matériel et les méthodesutilisé
pour 1’analysephysicochimique et microbiologique du lait.

Le deuxiemechapitreestintitulérésultats et discussions, quiillustre les résultats des
analyses bactériologiques (dénombrement de la floremésophileaérobietotale (FMAT),
des Coliformestotaux et fécaux, Streptocoquesfécaux, Staphylocoques, Clostridiums
sulfito-réducteurs, bactérieslactiques, et enfin les moisissures et les levures) et des
analyses physicochimiques qui servent a la détermination dedifférentsparametres (la
densité, la teneur en matieresechetotale, la teneur en maticregrasse, la température, le

lactose , lesprotéines et enfinl’aciditédornic) avec leursinterprétations.



Conclusion et perspectives

Le lait est un aliment complet et riche en plusieurs éléments nutritionnels. Il pourrait

étre responsable de toxi-infections alimentaires dans le cas d’une contamination.

Sur le territoire national, on trouve différentes marques de lait reconstitué qui doivent
répondre a des critéres de qualité internationaux. Dans notre étude nous avons choisi une
marque de lait commercialiséea 1’est algérien et plus précisément dans la Wilaya de Guelma

« Laiterie Safia ». Cette étude c’est étendue sur une période de trois mois.

Notre travail porte sur I’analyse physicochimique et microbiologique de deux types de
lait de la méme marque et leur comparaison: un lait reconstitué pasteurisé conditionné et un

lait de vache pasteurisé conditionné.

Pour I’analyse physicochimique, 1’é¢tude comparative des deux laits montre une
différence dans le pH, la teneur en matiere grasse, 1’acidité Dornic, le taux de lactose et de
protéines. L’acidité¢ Dornic, la teneur en matieére grasse et le taux de lactose et de protéines
sont plus élevésdans le lait de vache pasteurisé que le lait reconstitué pasteurisé alors que le

pH est plus élevé dans ce dernier.

Pourles deux types de lait, I’analyse microbiologique, a révélé la présence de plusieurs
germes de la microflore normale (bactéries lactiques) et autres anormaux mais a des taux
acceptables (ne nuisant pas a la santé du consommateur) et un peu plus €levé dans le lait de
vache pasteuris€é. La présence de ces derniers pourrait étre la conséquence d’une
contamination post pasteurisation probablement due a une faute de manipulation dans les

étapes de conditionnement (mauvaise hygiéne).

Les résultats obtenus permettent de dire que le lait « SAFIA » semble étre stable,

propre et conforme.

En conclusion finale, on pourrait dire que le lait de vache pasteurisé est plus riche depart sa
composition nutritionnelle et vitaminique et sa teneur en matiére grasse mais sa composition

microbiologique fera qu’il se détériorera probablement plus rapidement.



Comme perspectives, il serait intéressant :

v D’évaluer la qualitéorganoleptiqueetdégustative de celait.
v Rechercherd’autresgermespathogénes.

v Dosage des antibiotiquesdans le lait.
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Annexes

Annexe n°1
Formules des milieux de culture (Institut Pasteur,2003)

Gélose nutritive

Composition et Préparation : Constituants Quantité en g/l
Peptone 10

Extrait de viande 3

Extrait de levure 3

Chlorure de sodium 5

Agar 18

Dissoudre 39 g dans un litre d’eau distillée ; autoclaver 15min a 121°C ;Ph=7,3+0,2

Gélose Chapman

Composition et Préparation : Constituants Quantité en g/l
Extrait de viande 3

Extrait de levure 3

Tryptone 5

Peptone bactériologique 10

Chlorure de sodium 70

Mannitol 10

Rouge de phénol 0,05

Agar 18

Dissoudre 119 g dans un litre d’eau distillée ; autoclaver 15min a 121°C ; Ph=7,4+0,1

Gélose SS

Composition et Préparation : Constituants Quantité en g/l
Proteose peptone 5

Extrait de levure 3

Extrait de viande 5

Lactose 10

Sels biliaires 2

Sodium citrate 8,5

Vert brillant 0,33

Rouge neutre 0,025



Agar 18

Dissoudre 31,83 g dans un litre d’eau distillée ; autoclaver 15min a 121°C ;Ph=7,2+0,2

Gélose Mannitol Mobilité

Composition et Préparation : Constituants Quantité en g/l
Peptone de viande 15

Extrait de viande 3

Mannitol 10

Potassium nitrate 1

Rouge de phénol 0,05

Agar 5

Dissoudre 34 g dans un litre d’eau distillée ; autoclaver 15min a 121°C ;Ph=7,8

Citrate de Simmons

Composition et Préparation : Constituants Quantité en g/l
Ammonium dihydrogenophosphate 1

Phosphate dipotassique 1

Chlorure de sodium 5

Citrate de Sodium 2

Sulfate de magnésium 0,2

Bleu de Bromothymol 0,08

Agar 18

Dissoudre 27,28 g dans un litre d’eau distillée ; autoclaver 15min a 121°C ;Ph=6,6+0,1

Bouillon Clarck et Lubs

Composition et Préparation : Constituants Quantité en g/l
Tryptone 2

Peptone bactériologique 5

Phosphate dipotassique 5

Glucose 5

Dissoudre 17 g dans un litre d’eau distillée ; autoclaver 15min a 121°C ; Ph=7

Bouillon Rothe simple concentration



Composition et Préparation : Constituants Quantité en g/l

Peptone de caséine 20
Extrait de viande 1,5
Glucose 4

Chlorure de sodium 5

Phosphate dipotassique 2,7
Phosphate monopotassique 2,7
Azide de sodium 0,2

Dissoudre 36,1 g dans un litre d’eau distillée ; autoclaver 15min a 121°C ;Ph=6,9+0,1

Bouillon Litsky

Composition et Préparation : Constituants Quantité en g/l
Tryptone 20

Glucose 1,5

Extrait de viande 4

Chlorure de sodium 5

Phosphate dipotassique 2,7

Phosphate monopotassique 2,7

Azide de sodium 0,2

Dissoudre 36,1 g dans un litre d’eau distillée ; autoclaver 15min a 121°C ;Ph=6,8

Eau physiologique
Composition et Préparation : Constituants Quantité en g/l
Chlorure 9

Dissoudre 9 g dans un litre d’eau distillée ; autoclaver 15min a 121°C ; Ph=7

Bouillon Urée Indole

Composition et Préparation : Constituants Quantité en g/l
L-Tryptophane 3

Phosphate dipotassique 1

Phosphate monopotassique 1

Chlorure de sodium 5

Urée 20

Rouge de phénol 2,5

Dissoudre 32,5 g dans un litre d’eau distillée ; autoclaver 15min a 121°C ;Ph=6,7



Eau peptonée exempte d’indole

Composition et Préparation : Constituants Quantité en g/l
Peptone de viande 10

Tryptone 10

Chlorure de sodium 5

Dissoudre 25 g dans un litre d’eau distillée ; autoclaver 15min a 121°C ; Ph=7,2



Annexe 2

Tableau de lecture de la galerie miniaturisée API20E

tests

ONPG

ADH
LDC
OoDC
CIT
H,S
URE
TDA
IND
VP

GEL

GLU
MAN
INO
SOR
RHA
SAC
MEL
AMY
ARA
(0).¢

NO;-NO,

MOB
MAC
OF

CAT

substrat

Ortho-nitro-phenyl-
galactosidase
Arginine
lysine
ornithine
citrate de sodium
Thiosulfate de sodium
urée
tryptophane
Tryptophane

pyruvate de sodium

Gélatine de Kohn

Glucose
Mannitol
Inositol
Sorbitol
Rhamnose
Saccharose
Melibiose
Amygdaline
Arabinose

sur papier filtre

Tube Glu

Microscope
Milieu de MacConkey

Glucose

caractére recherché
Négatif
Beta-galactosidase incolore
Arginine dihydrolase jaune
Lysine décarboxylase jaune
ornithine décarboxylase jaune
utilisation du citrate vert pale/jaune
production d’H,S Incolore/ grisatre
uréase jaune
tryptophane désaminase
production d’indole jaune
production d’acétoine
incolore
Gélatinase non diffusion
Fermentation/oxydation Bleu/bleu-vert
Fermentation/oxydation Bleu/bleu-vert
Fermentation/oxydation Bleu/bleu-vert
Fermentation/oxydation Bleu/bleu-vert
Fermentation/oxydation Bleu/bleu-vert
Fermentation/oxydation Bleu/bleu-vert
Fermentation/oxydation Bleu/bleu-vert
Fermentation/oxydation Bleu/bleu-vert
Fermentation/oxydation Bleu/bleu-vert
cytochrome-oxydase
incolore
production de NO,
Réduction au stade N, jaune
rouge
Mobilité Immobile
culture sur Absence
Fermentation : sous huile vert
Oxydation : a 1’aire vert

possession d’une catalase

Pas de bulles

résultats
Positif

jaune

Rouge/orangé
orangé
rouge/orangé
bleu-vert/vert
Dépot noir/ fin liseré

rouge/orangé

marron foncé

rosé-rouge

diffusion du pigment

noir
jaune
jaune
jaune
jaune
jaune
jaune
jaune
jaune

jaune

anneau violet

rouge

jaune
Mobile
Présence

jaune

jaune

Bulles
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Abs:Absence.

AFNOR : Association Frangaise de Normalisation.
ASR : Anaérobies sulfito-réductrices.
AW:Activity of water (activité de I’eau).

BCPL : Bouillon lactosé au bromocrésol-pourpre.
°C : Degr¢ Celsius.

DLC :La date limite de consommation.

°D : Degré Dornic.

FAO: Food and Agriculture Organization of the United Nation.
FIL : Fédération International de Laiterie.

FMAT :Flore mésophile aérobie totale.

GN :Gélose Nutritive.

H,0; .Eau oxygéné.

H2S : Hydrogene sulfure.

HTST :High Température Short Time.

LDC :Lysine décarboxylase.

LRP :Lait reconstitué pasteurisé.
LVP : Lait de vache pasteurisé.
MG :Matiere Grasse.

MRS : Man Rogossa Sharpe.
NaCl :Le chlorure de sodium.
NF : Norme frangaise.

NPP : Le nombre le plus probable.



ODC : Enzymeornithine décarboxylase.

ONPG : Orthonitrophenyl-D-galactopyranoside.
pH : Potentiel de 'hydrogéne.

RM :Rouge de méthyle.

T : Température.

TDA : Enzyme tryptophane désaminase.
UFC : Unité Formant Colonie.
UHT : Ultra haut température.

VP : Voges-Proskauer
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1. Généralité sur le lait

1.1.Définition

Le lait était défini en 1908 au cours du congres international de la répression des fraudes
a Genéve comme étant « Le produit intégral de la traite totale et ininterrompue d’une femelle
laitiere bien portante, bien nourrie et nom surmenée. Le lait doit étre recueilli proprement et

ne doit pas contenir du colostrum » (Pougheon et Goursaud, 2001).

Le Codex Alimentarius en 1999, le définit comme étant la sécrétion mammaire normale
d’animaux de traite obtenue a partir d’une ou plusieurs traites, sans rien y ajouter ou en

soustraire, destiné a la consommation comme lait liquide ou a un traitement ultérieur.

Selon Aboutayeb (2009), le lait est un liquide blanc, opaque, de saveur légérement
sucrée, constituant un aliment complet et équilibré, sécrété par les glandes mammaires de la

femme et par celles des mammiféres femelles pour la nutrition des jeunes.

1.2.Composition

Le lait de vache est un lait caséineux. Sa composition générale est représentée dans le

Tableau 01. Les données sont des approximations quantitatives, qui varient en fonction d’une
multiplicité de facteurs : race animale, alimentation et état de santé de I’animal, période de
lactation, ainsi qu’au cours de la traite. Il reste que la composition exacte d’un échantillon de

lait ne peut s’obtenir que par analyse (Tableau 01) (Roudaut et Lefrancq, 2005).

Tableau 1 : Composition moyenne du lait entier (Fredot, 2006)

Eau 89.5
Dérivés azotes 3.44
Protéines 3.27
Caséines 2.71
Protéines solubles 0.56
Azote non protéique 0.17
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Matiere grasses 3.5

Lipides neutres 3.4

Lipides complexes <0.05

Composés liposolubles <0.05

Glucides 4.8

Lactose 4.7

Gaz dissout 57 du volume du lait
Extrait sec total 12.89

Le lait est donc composé de :

1.2.1. L’eau

L’eau est I’élément quantitativement le plus important : 900 a 910 g par litre. Dans la
quelle sont dispersés tous les autres constituants du lait, tous ceux de la matiere séche (Mathieu,
1998).

1.2.2. Matiére grasse

La matiére grasse ou taux butyreux représente 25 a 45 g par litre (Luquet, 1985).

Elle est constituée par 98,5% de glycérides (esters d’acide gras et de glycérol), 1% de

phospholipides polaires et 0,5% de substances liposolubles : cholestérol, hydrocarbures et
vitamines A, D, E, et K (Goursaud, 1985).

La matiere grasse est dispersée en émulsion, sous forme de microgouttelettes de triglycérides
entourées d’'une membrane complexe, dans la phase dispersante qu’est le lait écrémé

(Boutonnier, 2008).

1.2.3. Matiere azotée

La matiére azotée du lait englobe deux groupes, les protéines et les matieres non
protéiques qui représentent respectivement 95% et 5% de 1’azote minéral du lait (Goursaud,
1985). Les proteines se répartissent en deux phases : une phase micellaire et une phase
soluble. La phase micellaire représente la caséine totale (environ 80% des protéines du lait) du

lait. Elle est formée par quatre protéines individuelles: - Alpha-caséines ou caséines asl 36 %
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et as2 10 % - Béta-caséine ou caséine § 34 % - Kappa-caséine ou caséine k 13 % - Gamma-

caséines ou caséine y 7 % (produits de la protéolyse de la B-caséine)

L’autre fraction protéique (environ 17%) du lait est présente dans le lactosérum. Les deux

principales protéines sériques sont la B-lactoglobuline et 1’a-lactaloumine (Goy et al. 2005).

1.2.4. Glucides

Le sucre principal du lait est le lactose ; c’est aussi le composé prépondérant de la

matiere seche totale. (Luquet, 1985).

Mathieu(1999) : évoque que le lait contient des glucides essentiellement représentés par le
lactose, son constituant le plus abondant apres 1’eau. Sa molécule C12H22C11, est constituée
d’un résidu galactose uni a un résidu glucose.

Le lactose est quasiment le seul glucide du lait de vache et représente 99% des glucides du lait
de monogastriques. Sa teneur est tres stable entre 48 et 50 g/l dans le lait de vache.

Cette teneur présente de faibles variations dans le sens inverse des variations du taux

butyreux. Le lactose est un sucre spécifique du lait (Hoden et Coulon, 1991).

1.2.5. Matiére minerale
Selon Gaucheron(2004), le lait contient des quantités importantes de différents
minéraux. Les principaux minéraux sont le calcium, le magnésium, le sodium et le potassium

pour les cations aussi que le phosphate, le chlorure et citrate pour les anions (Tableau 2).

Tableau 2 : 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
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1.2.6. Biocatalyseurs

+ Les vitamines
Selon Vignola (2002), les vitamines sont des substances biologiquement

indispensables a la vie puisqu’elles participent comme cofacteurs dans les réactions
enzymatiques et dans les échanges a I’échelle des membranes cellulaires.
L’organisme humain est incapable de les synthétiser. On distingue d’une part les
vitamines hydrosolubles (vitamine du groupe B et vitamine C) en quantité constantes,
et d’autre part les vitamines liposolubles (A, D, E et K) (tableau 3) (Jeantet et al.,
2008).

Tableau 3 : Composition vitaminique moyenne du lait cru (Amiot et al., 2002)

Vitamines liposolubles

Vitamine A (+caroténes) 40pg/100ml
Vitamine D 2.41g/100ml
Vitamine E 100ug/100ml
Vitamine K Sug/100ml
Vitamines hydrosolubles

Vitamine C (acide ascorbique) 2mg/100ml
Vitamine B1 (thiamine) 45ng/100ml
Vitamine B2 (riboflavine) 175ug/100ml
Vitamine Bs (pyridoxine) 50ug/100ml
Vitamine B12 cyanocobalamine) 0.45ug/100ml
Niacine et niacinamide 90ug/100ml
Acide pantothénique 350pg/100ml

Acide folique

Vitamine H (biotine)

5.5pg/100ml
3.5pg/100ml
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Pougheon(2001) : définit les enzymes comme des substances organiques de nature

protidique, produites par des cellules ou des organismes vivants, agissant comme

catalyseurs dans les réactions biochimiques. Environ 60 enzymes principales ont été

répertoriées dans le lait dont 20 sont des constituants natifs. Une grande partie se

retrouve dans la membrane des globules gras mais le lait contient de nombreuses

cellules (leucocytes, bactéries) qui élaborent des enzymes : la distinction entre élements

natifs et éléments extérieurs n’est donc pas facile (Tableau 4).

Tableau 4 : Caractéristiques des principaux enzymes du lait (Vignola, 2002)

Hydrolases

Déshydrogénases
ou oxydases

Oxygénases

Estérases
Lipases

Phosphatase alcaline

Phosphatase acide

Protéases

Lysozyme

Plasmine

Sulfhydrile oxydase

Xanthine oxydase

Lactoperoxydase

Catalase

8.5
9-10

4.0-5.2

7.5

8.3
6.8

37
37

37

37

37
37

37
20

20

Triglycérides

Esters
phosphoriques
Esters
phosphoriques

Parois cellulaire
microbienne

Caséines

Protéines, peptides

Bases puriques

Composés
réducteurs+Hz202
H202
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2. Caractéristiques microbiologiques du lait

La flore microbiologique du lait

Le lait contient peu de Microorganismes lorsqu'il est prélevé dans de bonnes conditions,
a partir d'un animal sain (moins de 103germes /ml). Il s'agit essentiellement des germes
saprophytes de pis et des canaux galactophores : microcoques, streptocoques lactiques,
lactobacilles. Des germes pathogénes et dangereux du point de vue sanitaire peuvent étre
présents lorsque le lait est issu d'un animal malade (Streptocoque pyogéne, Carynebactéries
pyogénes, des Staphylocoques) qui sont des agents des mammites et peuvent s'agir aussi de
germes d'infection générale Salmonella, Brucella, et exceptionnellement Listeria

monocytogene, mycobactérie, Bacillus anthracis et quelque virus (Guiraud, 2003).

Tableau 05 : Composition microbiologique du lait. (Bennefoy et al., 2002)

Famille Forme Habitat coloration Role
de Gram
Bactéries - cocci/bacille les produits Gram(+)  production de
lactiques laitiers ’acide lactique,

dégradation du
sucre glucose en
AC. Lactique et
formation de
biomasse, elles
possédent deux
type de
fermentation :
homofermentation
et

hétérofermentation



Lactobacille

Clostridium
sulfitu-

réducteurs

Coliformes

Lactobacillaceae

clostridium

Entérobactérie

Bacilles

Bacille

Bacille
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la cavité
naturelle de
I’homme et les
produits

laitiers

niche
écologique :
eau douce, sol
ainsi que
I’intestin de
I’homme

Les coliformes
se répartissent
en deux groupes
distincts :

- les non fécaux
dont I’origine
est
I’environnement
général des
vaches, ils sont
détectés des
30°C.

- les fécaux
dont I’origine
essentielle est le
tube digestif. lls
sont plus
thermo-tolérants

Gram(+) la fabrication des
produits laitiers
par 1’abaissement
dupH (la
production de
I’acides lactique,
responsable de la
fermentation
homo et hétéro
lactique) la
production de
plusieurs aromes.

Gram(+)

Gram(-) fermentent le
lactose avec

production de gaz
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(détectés a

44°C).
Staphylocoque Staphylococcacae Cocci chez lavache, Gram(+)  coagulent le
ils sont plasma de lapin

présents sur la
peau de la

mamelle et des

trayons

flore De formes -

mésophile et de taille

aérobie totale i différentes

(FMAT)

Streptocoques  Streptococcaceae cocci colonisentles  Gram+ Agents de

fécaux intestins du fermentation
bétail, des lactique.
chevaux, et de catalase négatives
la volaille et

parfois chez

I’humain.

3. Les laits commercialisés

Le terme “Laits de consommation” désigne les différentes catégories de laits vendus a
I’état liquide. Ces laits sont présentés obligatoirement en emballages fermés jusqu’a la remise

au consommateur (CNERNA, 1981).

D'apres Vierling (1999), les laits de consommation sont des laits destinés a étre consommes

en 1’état.

L’évolution des processus technologiques, des techniques de conservation et de

distribution a permis I’élaboration d’une large gamme de lait de consommation qui se
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distinguent par leur composition, leur qualité nutritionnelle et organoleptique et leur durée de

conservation (Jeantet et al., 2008).

3.1.Lait pasteurise
Harding (1995) évoque : la pasteurisation a pour objectif la destruction de toutes les
formes végeétatives des micro-organismes pathogenes du lait sans altérer la qualité chimique,

physique et organoleptique de ce dernier.

Le lait pasteurisé, fabriqué a partir de lait cru ou de lait reconstitué, écrémé ou non, est
un lait qui a subi un traitement thermique (pasteurisation) qui détruit plus de 90 % de la flore
(jusqu’a 98 %) contenue dans le lait (notamment tous les germes pathogénes non sporulés, tels

que les germes de la tuberculose et de la brucellose) (Jean Christian, 2001).
D’apres Jeantet et al., (2008), on distingue trois types de traitements :

> 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 (High 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.

3.2.Lait stérilisé

Leseur et Melik (1999) ont montré que selon le procédé de stérilisation, on distingue
le lait stérilisé et le lait stérilis¢é UHT. Ces laits doivent étre stables jusqu’a la date limite de

consommation.

> Lait stérilisé : C’est un lait conditionné- stérilisé apres conditionnement dans un
récipient hermétiquement clos, étanche aux liquides et aux microorganismes par la

chaleur, laquelle doit détruire les enzymes les microorganismes pathogenes. La

10
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stérilisation est réalisée a une température de 100 -120°C pendant une vingtaine de
minutes.

> Lait stérilise UHT : C’est un lait traité par la chaleur, qui doit inactiver les enzymes,
détruire les microorganismes pathogenes, et conditionné ensuite aseptiquement dans un
récipient stérile, hermétiqguement clos, étanche aux liquides et aux microorganismes. Le
traitement thermique peut étre soit direct (injection de vapeur d’eau), soit indirect. Il est

réalisé a 135-150°C pendant 2.5 secondes environ (Leseur et Melik, 1999).

3.3.Lait concentreé sucré
Lait concentré c'est le produit provenant de la concentration du lait propre a la
consommation. La concentration du lait peut se faire avec ou sans addition de sucre (Journal
Officiel de la Republique Algerienne, 2001).

Selon Jeantet et al., (2008), la stabilité du lait peut étre assurée par réduction de
’activité de I’eau ( aw). On y parvient par ¢limination partielle de I’eau et ajout de sucre. Le
principe consiste a effectuer une évaporation sous vide afin d’abaisser la température
d’ébullition. L’évaporation s’effectue dans des évaporateurs tubulaires ou a plaques. L addition
de saccharose assure la conservation du produit sans étape de stérilisation en limitant le

développement des micro-organismes par abaissement de 1’aw.

Leur teneur en eau est de 24% environ, les constituants ont une concentration proche du

triple de celle du lait, la teneur en saccharose atteint plus de 40% (Vierling, 2003).

3.4.Lait aromatisé

Vierling (1999) rappelle que cette dénomination est réservée aux boissons stérilisées
préparées a 1’avance, constituées exclusivement de lait écrémé ou non , sucré ou non ,
additionné des colorants généralement autorises et de substances aromatiques naturelles qui
peuvent étre renforcées artificiellement : abricot , ananas, fraise, prune, cerise, framboise. Les
laits aromatisés peuvent avoir subi 1’addition d’agar-agar, alginates, carraghénanes et pectines
comme stabilisants. Les laits aromatisés sont généralement obtenus par stérilisation en

récipients ou par stérilisation UHT.

Ce sont tous des laits stérilisés auxquels on a ajouté des arémes autorisés (notamment

cacao, vanille, fraise) (Leseur et Melik, 1999).
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3.5.Lait fermenté
D'apres Fredot (2006), la dénomination lait fermenté est réservée au produit laitier
prépareé avec des laits écrémés ou non ou des laits concentres ou en poudre écrémés ou non sous
forme liquide, concentré ou en poudre. Ils pourront étre enrichis avec des constituants tels que

la poudre de lait ou les protéines de lait.

Le lait subit alors un traitement thermique au moins équivalent a la pasteurisation et est
ensemencé avec des microorganismes caractéristiques de chaque produit. La coagulation des
laits fermentés ne doit pas étre obtenue par d’autres moyens que ceux qui résultent de I’activité
des microorganismes qui sont pour la plupart du pro biotique c’est-a-dire bénéfique pour la

santé.

Pour Brule (2004), le lait fermenté le plus consommeé dans les pays occidentaux est le
yaourt. De nombreux autres produits sont arrivés sur le marché : laits fermentés pro biotiques,
laits fermentés de longue conservation (pasteurisés, UHT, lyophilisés) et produits « plaisirs »

(a boire, a sucer, pétillants ou glacés).

La dénomination “yaourt” ou “yoghourt” est strictement réservée aux laits dont la fermentation
est obtenue par des bactéries lactiques Lactobacillus bulgaricus et Streptococcus thermophilus.
Ces bactéries doivent étre ensemencées simultanément et se trouver vivantes dans le produit
fini a raison d’au moins 10 millions de bactéries par gramme et ceci jusqu’a la date limite de

consommation (Gervoson, 2007).

3.6.Lait en poudre

Pfiffner (2009) évoque que la production de lait condensé avait débuté dans les années
1860, celle de lait en poudre commenca plus tardivement (Industrie laitiére). Les essais de
dessiccation de lait entier, demi-écrémé ou écrémé entrepris dans la seconde moitié du XI1Xe s.
avaient donné des produits insatisfaisants a la réhydratation. C'est au debut du XXe s. que I'on
mit au point des procédés aptes a un usage industriel, dont les plus importants restent
aujourd'hui encore l'atomisation et le séchage sur cylindres chauffants, qui réduisent la teneur
en eau du lait de 88% a 2-4% (Tableau 06).

Selon la loi sur les aliments et drogues du Canada, les poudres de lait sont des produits
résultants de 1’enlévement partiel de I’eau du lait. On répartit les poudres en trois groupes : La
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poudre de lait entier, la poudre de lait partiellement écrémé et la poudre de lait écrémé (Claude
Michel et al., 2002).

Tableau 06: Composition des laits en poudre (% m/m) (FAO, 2010).

Composants Lait entier Lait partiellement écrémé Lait écrémé

Matiere grasse laitiere

Minimum 26 >1,5
Maximum <40 <26 15
Eau maximum 5 5 5

13



CHAPITRE 02 : MATERIEL ET METHODES

1. Analyse physicochimique

Notre travail porte sur la comparaison physicochimique entre les deux variétés de lait :

Lait reconstitué pasteurisé (LRP) et lait de vache pasteurisé (LVP).

1.1.Prélévement

Les analyses physicochimiques ont été effectué au niveau de I'unité « SAFIA » avec

un nombre de quatre échantillons pour chaque variété de lait.

Le prélévement pour ces analyses nécessite 1’emploi d’une louche qu’on plonge a I’intérieur

du tank par son ouverture supérieure.

1.2.Détermination de la densité
Définition
La densité du lait est une grandeur sans dimension qui désigne le rapport entre la masse
d'un volume donné de lait & 20°C et la masse du méme volume d'eau (Pointurier, 2003).
Principe
La densité est déterminée a 20°C par lactodensimetre.
Appareillage

» Lactodensimeétre avec thermométre incorporé,
> Eprouvette cylindrique sans bec, de hauteur apportée a celle de lactodensimétre et de
diametre intérieur supérieur de 9 mm au moins au diamétre de la caréne de

lactodensimeétre.

Mode opératoire

v" Verser le lait dans 1’éprouvette tenue inclinée afin d’éviter la formation de mousse.

v Remplir I’éprouvette jusqu’au niveau de la caréne de lactodensimétre.
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v' Placer I’éprouvette remplie en position verticale, il est recommandé de la
plonger dans le bain a 20°C dans le cas d’une température comprise
entre 18°C - 22°C,

v’ Attendre une minute avant d’effectuer la lecture de la graduation (Figure 01).

Lactodensimeétre

Point de lecture de
la graduation

Eprouvette
rempli de lait

Figure0l1 : Mesure de la densité.

Expression des résultats
La densité du lait est une grandeur sans dimension.
Corrections

Si le lactodensimétre est utilisé a une température autre que 20°C, une correction de la

lecture doit étre faite :

v Si la température est supérieure a 20°C, le lait est plus fluide, donc plus léger la densité
brute doit étre augmentée de 0,0002
v" Si la température du lait au moment de la mesure est inférieure a 20°C, le lait est plus

visqueux donc plus dense, la densité brute doit étre diminuée de 0,0002.
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1.3.Mesure de la teneur en matiere séche totale
Définition
« on entend par matiere seche du lait le produit résultant de la dessiccation du

lait dans les conditions décrites par la présente norme » (AFNOR, 1985).
e Appareillage

v Capsule en platine ou en autre maticre inaltérable dans les conditions de 1’essai de
forme cylindrique de préférence avec couvercle,
v" Bain-marie a niveau constant, fermé par un couvercle métallique dans lequel
sont ménagées des ouvertures circulaires,
Etuve &4 103°C + 2°C,
Dessiccateur,
Balance analytique,

DN N N

Pipette a lait de 5ml.

e Mode opératoire

Le principe de la méthode utilisée consiste en une dessiccation par évaporation

a I’étuve (103 + 2°C pendant 3h) d’une certaine quantité de lait.

v" Chaque échantillon de lait (LRP et LVP) a été prélevé (5ml) et a été mis dans
une capsule en platine placée dans un bain marie pendant 30mintes environ
puis dans 1’étuve.

v" Peser la capsule séchée, effectuer au moins deux déterminations sur le méme
échantillon préparé.

e Expression des résultats
La matiére seche exprimée en grammes par litre de lait est égale a:
(M1—Mo) XV Ou :
Mo : la masse en grammes de la capsule vide.
Mz : la masse en grammes de la capsule et du résidu apres dessiccation et

refroidissement.

V : est le volume en millilitres de la prise d’essai.
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% Les paramétres suivants ont été realisé a 1’aide d’un appareil appelé

« Lactoscan »
1.4.Mesure du pH

e Principe

La mesure du pH du lait sert a renseigner sur I'état du lait, un pH plus élevé que la normal est

un mauvais signe dans ce cas il y a risque d’une prolifération bactérienne.

e Norme

Le lait frais contient peu d'acide et son pH est voisin de la neutralité donc les normes de
mesure du pH du lait cru sont 6.5-6.8 (Alias 1984).

e Mode opératoire
- remplir le bécher a moitié avec I'échantillon a analyser.
- introduire la sonde du Lactoscane.
-appuyer sur le bouton Start

- rincer I'électrode a I'eau distillée.

1.5.Acidité Dornic
L’industrie laitiére utilise le degré Dornic pour quantifier ’acidité d’un lait. Cette unité
doit son nom a Pierre Dornic (1864 — 1933), ingénieur agronome francais. Un degré Dornic (1
°D) correspond a 0,1 g d’acide lactique par litre de lait. Pour étre considéré comme frais, un
lait doit avoir une acidité inférieure ou égale a 18 °D.
Entre 18 °D et 40 °D, le lait caille (il « tourne ») lorsqu’on le chauffe ; ¢’est la caséine qui

flocule. Au-dela de 40 °D, il caille a température ambiante.

e Mode opératoire

On prend le bécher contenant la quantité de lait a analyser puis on trompe 1’électrode du
lactoscane dans le bécher puis on appui sur le bouton Start, le résultat de la lecture sera
afficher sur I’écran de I’appareil dans quelques minutes.
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1.6.Lactose, protéine, matiere grasse

Elles sont déterminées a l'aide d'un lactoscan (Milkanalyzer) par la méthode suivante :
v"Introduire une quantité de lait & analyser dans un bécher.
v’ porter le bécher au Lactoscan et tromper I'électrode du Lactoscan dans le bécher puis
appuyer sur le bouton Start.
v’ Attendre 2minutes et 30 secondes pour que l'appareil absorbe a I’aide d’une sonde une

quantité de I'échantillon.

e Expression des résultats

Les résultats seront affichés sur I'écran du Lactoscan.

2. Analyse Microbiologique
Ces analyses sont effectuées au niveau des laboratoires de notre université (8 mai 1945

Guelma).

+ Prélevement :
Notre recherche porte sur la comparaison microbiologique entre un échantillon de lait
reconstitué pasteurisé demi écrémé conditionné pris au hasard d’un magasin et un autre

échantillon de lait de vache pasteurisé de la méme marque (lait de sachet SAFIA).

Les échantillons doivent étre transportés dans une glaciére avec des glagons le temps de
transport ne dépasse pas 2h, tout en respectant les conditions d’asepsie, les préléevements des

échantillons sont faite dans les périodes définit sur le Tableau 07.

Tableau 07 : les cordonnées des échantillons

Echantillon Date de prélévement
1¢" échantillon (1 LRP+1LVP) 08/02 /2016
2¢me échantillon (1 LRP+ 1LVP) 28/02/2016
3¢me échantillon (1LRP+1LVP) 19/03/2016
4°me échantillon (1LVP+ 1LRP) 08/04/2016

18



CHAPITRE 02 : MATERIEL ET METHODES

+ Méthodes d’analyses

Préparation des dilutions
Une seérie de dilution, a été réalisée a partir de 1’échantillon aprés une homogénéisation.
(Giraud, 1998)

e Prélever aseptiqguement 1 ml de la suspension mére a l'aide d'une pipette graduée stérile
de 1 ml munie d'une poire; et effectuer une autre homogénéisation (selon la norme NF
ISO 7218).

e refaire pour les autres tubes, en utilisant une autre pipette. Ou par des systemes de

pipetage automatique munis de cones a usage unique.

2.1.La recherche et le denombrement de La flore mésophile aérobie
totale (FMAT)
Principe

Les micro-organismes aérobies et aéro-anaérobie facultatifs, peuvent se développer
dans un milieu nutritif non sélectif. Incubés a 30°C pendant 72h. lls apparaissent sous forme

de colonies de taille et de formes différentes (Lapied et Petranxiene 1981).
Mode opératoire

> La liquéfaction du milieu (Gélose nutritive) a 45°C puis le refroidir a une température
ambiante.

» Ecoulement du milieu dans des boites de pétri.

» Ensemencement par trois types des inoculations en masse, strie et piqure centrale
(0.12ml) de chaque échantillon sur le milieu.

> Incuber a 30°C pendant 72h.

Lecture

v Les germes totaux aérobies apparaissent sous forme de colonies blanchatres de
tailles différentes.
v Le dénombrement des colonies par ml de 1’échantillon se fait en tenant en compte

le degré de dilution.
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9 ml d’eau distillée stérile

Iml Iml Iml Iml Iml Iml
AT
\\___/ ‘
v Y
lait
; d -
Dilution ~ ~—_ ﬂ
Becbunsen 1071 102 103 10* 10° 10®
Ensemencement B

(0.1 ml) dans des
Boites contenant

La GN

Incubation a

—_—

30°C pendant

483 72h —

—

Figure 02 : recherche et dénombrement des germes totaux. (Guiraud,
1998 ;Lapied et Petranxiene, 1981)
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2.2.La recherche des coliformes totaux

Les coliformes totaux sont des batonnets, a Gram négatif, aero-anaerobis facultatifs, non
sporulés. (J.Guiraud, P.Galzy, 1980).

Les coliformes fecaux se distinguent des coliformes totaux par leur température de

prolifération qui est de 44° C (Lapied et Petransxiene, 1981).
Principe

La colimétrie est I'ensemble des méthodes permettant la recherche et le dénombrement
des coliformes, leur présence indique une contamination fécale.Les coliformes ont la
particularité de fermenter le lactose avec un dégagement de gaz. Le développement des
coliformes totaux acidifie le milieu qui se traduit par un virage de l'indicateur coloré de violet
en jaune. En outre, une production de gaz apparait dans les cloches renversées. (L. lapied, D.

Petransxiene, 1981).

Mode opératoire

» Ensemencer 1ml & partir des dilutions décimales (de 10%jusqu’a 10, 3 tubes pour
chaque dilution) une série de 18 tubesde BCPL simple concentré (avec cloche de
Durham).

» Incuber les tubes & 37°C pendant 48 h pour les coliformes totaux et a 44°C pendant 48h
pour les coliformes fécaux.

Test présomptif

» A partir d'un tube positif de BCPL, prélever 1ml d’un tubepositif puis a partir de celui-
ci ensemencer par incorporation dans un milieu contenant 10 ml d'eau peptonée exempte
d'indole avec une cloche de Durham.

» Incuber a 37°C pendant 24 h.

» Apres l'incubation, ajouter au tube 2a3 gouttes de réactif de KOVACS.

Lecture

v’ virage de la couleur vers le jaune avec un trouble et une production de gaz indique une

activité biologique positive.
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v Dans le cas d’un tube positif et I’addition du réactif précédent ’apparition d’un anneau
rouge traduit la présence des coliformes thermotolérants.
v" lllustration du nombre le plus probable (NPP) se fait par la table de Mac Grady.

A e Yol aYat
—

E—
lait
N~
10* 102 103 10* 10°  10°®
| 9ml de BCPL simple concentration avec cloche de DURHAM|
|
Incuber a 37°C pendant 24a 48heurres
K>
E e >
[Eau peptonée J Incuber a 44°C pendant 24 a 48h
Tube positif Test présomptif exempt d’indole
Test confirmatif [trouble] réactif Kovacs [Anneau Rouge ]

Figure 03: Recherche et dénombrement des coliformes. (Guiraud, 1998 ; Lapied et

Petranxiene, 1981)
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2.3.La recherche des streptocoques fécaux

Les streptocoques constituent la famille des streptococcaceae qui regroupe des genres
tres fréquents dans l'industrie alimentaire comme contaminants et surtout comme agents de

fermentation lactique.

Les streptococcaceae sont des coques a Gram positif, asporulées généralement groupés
en paires ou surtout en chaine de longueur variable, généralement immobiles. lls sont catalase
négatives, certains pédiocoques possedent un pseudo catalase et peuvent apparaitre catalase
positive.La différenciation entre genres est basée sur I'arrangement des cellules et sur le type de

fermentation lactique (homo ou hétéro lactique). (Guiraud et Galzy, 1980).

Principe
La recherche des streptocoques nécessite 1’utilisation d’un milieu Roth et d’un milieu de

confirmation Eva Litsky.

Mode opératoire

» Ensemencer une série de 18 tubes contenant le milieu Rothe avec 1ml de dilution décimale
(3 tubes pour chaque dilution’.

> Incubation a 37°C/48h (présomption).

Test de confirmation

» L’apparition d’un trouble nécessite un test confirmatif sur le milieu EVA Litsky

» Incubation a 37°C/24h.

Lecture

v Les tubes de Rothe présentant un trouble microbien sont considérés comme positifs

(présence de streptocoques).
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2.4.La recherche et I’identification des staphylocoques
L’isolement sélectif des staphylocoques a ¢été réalisé sur la gélose Chapman qui contient
un inhibiteur : fortes concentrations en chlorure de sodium (75g.l), ce qui permet un isolement
sélectif de staphylococcus tolérant les fortes concentrations en Na ClI.
L’ensemencement doit étre en masse en strie.
On peut ¢tudier la fermentation du mannitol par virage au jaune de I’indicateur coloré, le rouge
de phénol, autour des colonies. (Guiraud et Galzy, 1980)
Lecture
v" mannitol positif veut dire présence de colonies de staphylocoques—,  virage de la
couleur du milieu du rouge vers le jaune (auréole jaune).
v' Présence des colonies pigmentées en jaune.
Identification
Pour I’identification des staphylocoques
> L’examen microscopique
Ce sont des cocci Gram positif, regroupés en amas (grappe de raisin).
» La recherche de la catalase
Principe
Cette enzyme empéche en effet I’accumulation de I’H20: elle le dégrade selon la

réaction suivante

H20: > H20+ %2 O2 (I’oxygéne libéré se dégage sous forme gazeuse)
Ce test est a la base de I’identification des bactéries a Gram (+).

Techniques
-Sur une lame propre et séchée déposer une goutte d’eau oxygénée a 10 volumes
-A I’aide d’une pipette pasteur, ajouter I’inoculum bactérien.
-Surveiller I’apparition d’un dégagement d’oxygene sous forme de bulles gazeuses.

Lecture
v' Dégagement immédiat de bulles gazeuses : le test catalase est positif.

v Pas de dégagement de bulles gazeuses : le test catalase est négatif.
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2.5.Recherche des Clostridium sulfito-réducteurs

La recherche des clostridiums sulfito-réducteur peut s’effectuer par des formes

sporulées sur milieu : Agar Viande-Foie.

La flore d’accompagnement est ¢liminée par pasteurisation. L’amidon facilite la

germination des spores, le sulfite est réduit en sulfure par les clostridium sulfito-

réducteurs et réagit avec les ions ferriques en provoquant le noircissement des colonies

Les anaérobies sulfito-réductrices (ASR) se présentent sous formes de bactéries a

Gram(+), se développant en 24 a 48heurres (Guiraud et Galzy, 1980).

Mode opératoire

» Pasteuriser I’échantillon au bain-marie a 80°C pendant 5minutes.

» Introduire 5ml de lait & examiner dans 2 tubes.

» Additionner 20 ml de gélose viande-foie dans chaque tube.

» Créer I’anaérobiose par I’introduction a la surface des 2 tubes contenant le milieu
de culture, de la paraffine.

» Préparer un autre tube comme témoin.

> Incuber a 37°C pendant 72heurres.

Lecture :

Les clostridiums sulfio-réducteurs apparaissent sous formes de grosses colonies

noires.

2.6.La recherche des bactéries lactiques

Le genre lactobacille a été isolé a partir du milieu sélectif MRS (Man Rogossa Sharpe) apres

la réalisation d’une culture pure. (Guiraud et Galzy, 1980)

Mode opératoire

>

>
>
>

Liquéfaction du milieu a 45°C puis refroidissement a une température ambiante.

Ecoulement du milieu MRS dans des tubes a essai inclinés.

Ensemencement par piqure centrale (0.1ml) de I’échantillon dans le milieu

La mise des tubes dans un dessiccateur avec une bougie pour la création d’une

anaérobiose
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> Incubation a 37°C pendant 24h a 72h.
Lecture

Dans le cas d’un résultat positif, les lactobacilles apparaissent sous formes des colonies

blanchéatres lisses de tailles différentes.

2.7.Dénombrement des levures et moisissures

Les moisissures et les levures peuvent étre présentes dans le lait dans le cas d’une
contamination. Elles ont été isolées a partir du milieu sélectif Sabouraud chloramphénicol.
(Lapied et Petransxiene, 1981).

Mode opératoire

» Liquéfaction du milieu a 45°C puis refroidissement a une température ambiante.

> Ecoulement des boites de pétri.

» Ensemencement par deux types d’inoculations en masse et par strie (0.1ml) de
I’échantillon dans le milieu sabouraud chloramphénicol

» Homogénéisation du contenu des boites.

» Incubation a 25°C-33°C pendant 5jours.

2.8.ldentification des germes

Elle se base sur :

2.8.1. L’observation macroscopique

Est le premier examen effectué a partir de I'isolement apres incubation. L'aspect des

colonies dépend du milieu utilisé, de la durée et de la température de I'incubation.

On peut distinguer a 1’ceil nu les caractéristiques d’une colonie : la taille, la forme, I’opacité, la
consistance, la couleur et pigmentation, 1’aspect des colonies en profondeur, et leur aspect en

surface ... (Attallah et belyagoubi, 2003).

2.8.2. L’examen microscopique
L’observation microscopique permet de faire une étude morphologique des cellules d’une

espece bactérienne.
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» L’examen a I’état frais
C’est I’examen microscopique de bactéries vivantes, en milieu liquide. Il permet

d’apprécier leur mobilité (ou immobilité) et leur morphologie. (Attallah et belyagoubi, 2003).
-Déposer une goutte d’eau physiologique stérile sur une lame.
-Prélever a I’aide d’une anse de platine une colonie poussée sur sa gélose.
- Effectuer une suspension homogéne dans la goutte d’eau en incorporant I’inoculum.
- Recouvrir d’une lamelle en évitant la formation des bulles d’air.

e [D’observation s’effectue a I’objectif X10 puis X40
» Coloration de gram

C’est la coloration de base en bactériologie qui permet de distinguer les bactéries en
Gram positif et en Gram négatif. En effet, le violet de gentiane se fixe sur des
composants cytoplasmiques et aprées ce temps de coloration, toutes les bactéries sont
violettes. Chez les bactéries a Gram négatif, la paroi, riche en lipides, laisse passer
I'alcool (ou le mélange alcool + acétone) qui décolore le cytoplasme alors que, chez les
bactéries a Gram positif, la paroi constitue une barriere imperméable a l'alcool et le

cytoplasme demeure coloré en violet (Singleton, 1999).

Mode opératoire

- Réaliser un frottis et le fixer a la flamme

- Verser le Violet de Gentiane sur la lame ; laisser en contact 1 minute.

- Rincer le colorant avec 1’eau du robinet, ajouter le Lugol et laisser agir environ 1
min.

-Jeter le Lugol et rincer la préparation a I’alcool, puis immédiatement a 1’eau.

- Recouvrir la préparation de Safranine ou de la fuschine, laisser agir environ 1 min.
Laver abondamment.

- Sécher au-dessus de la flamme d’un bec Bunsen
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A T’issue de cette coloration, on peut distinguer :

CHAPITRE 02 : MATERIEL ET METHODES

- Des bactéries colorées en violet foncé ; elles ont gardé le violet, elles sont dites ‘a

Gram positif’.

- Des bactéries colorées en rose ou rouge pale ; elles ont perdu le violet, elles sont

dites ‘a Gram négatif.

2.8.3. Détermination des caracteres biochimiques des germes

pathogeénes :

+ Les galeries classiques

Le tableau 08 représente les milieux et les techniques et les résultats de la galerie

classique

Tableau 08: les tests de la galerie classique (Marchal et al., 1991).

Les milieux

Urée Indole

Citrate de Simmons

Mannitol mobilité

Ensemencement

-Incorporation
(addition de 0.1ml de
la suspension
bactérienne) puis
incubation & 37°C
pendant 24h

-strie sur la pente a
I’aide d’une pipette
pasteur fermée.
-Incuber 24h a 37°C
(bouchon dévisse)
-Piqure centrale a
I’aide d’une pipette
pasteur fermée
-Incuber 24h a 37°C

Caracteres
recherchés
-I’uréase enzyme
hydrolysant I’urée

formation de 1’indole

-Ce milieu permet de
mettre en évidence
I’utilisation du citrate
comme seule source de
carbone et d’énergie.
-La fermentation du
mannitol

-La mobilité de la

souche

Résultats

-Virage de la couleur
vers le rose (uréase+)
-apparition d’un

anneau rouge(indole+)

-Virage de la couleur

vers le bleu : (citrate+)

-Virage au jaune
(mannitol+)
-Formation d’une voile
autour de la piqure
(mobilité)
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TSI

Clark et lubs

-par strie et une simple
piqure.
-mettre a I’étuve a

37°C pendant 24h.

-par incorporation
-incuber a 37°C
pendant 24h.

1. Test VP : Ajouter 2
a 3 gouttes de VP1 et
VP2.

-Attendre quelques
minutes a une heure
2. Test RM :
-Ajouter 2 a 3 gouttes
du rouge de méthyle.

CHAPITRE 02 : MATERIEL ET METHODES

-fermentation du :
Glucose, lactose et/ou
saccharose

-la production
d’hydrogene sulfure
(H2S) et du gaz.

Production de
I’acétone.

La réaction de
vogesproskeur (vp)
consiste a mettre en
évidence une réaction
colorée, le butanediol
et ’acétone.

Mise en évidence de la
voie des fermentations
acides mixtes par le
test RM (rouge de
méthyle).

+ Les tests complémentaires

» Recherche des enzymes

-le rouge de phénol est
I’indicateur colorant
-virage du rouge au
jaune pour un résultat
positif

-le noircissement du
culot indique la
présence d” H2S.

1. TestVP:
Virage de couleur vers
le rose (VP+)

2. TestRM:
Virage de couleur vers
le rouge (RM+).

Tableau 09 : les différentes techniques des tests complémentaire. (Marchal et al.,

1991)

Recherche de ’enzyme
béta-galactosidase

Ce test permet de rechercher la
présence d’une enzyme

endocellulaire

Recherche de ’enzyme
respiratoire Catalase

la catalase est une enzyme qui
dissocie le H,02en H.O* et O,
selon :

H,O) ——95H,0 +% 0,

Oxydase

Le test consiste a mettre en
évidence la capacité que
possede la bactérie a oxyder un

réactif incolore (Ia NN-
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A-galactosidase (ONPG
hydrolase) qui permet
I’hydrolyse du lactose en
glucose et galactose.

» Technique
Préparer une suspension
bactérienne dense dans 1’eau
distillée mise dans un tube a
hémolyse.
-mettre dedans le disque ortho-
nitrophenyl béta-galactosidase
(ONPG)
-placer a I’étuve a 37°C et lire
apres 24h

» Résultat
-coloration jaune : présence de
I’enzyme béta-galactosidase
-Incolore : absence de
I’enzyme (ONPG-)

CHAPITRE 02 : MATERIEL ET METHODES

» Technique
-déposer sur une lame une
goutte d’eau oxygénée
(=peroxyde d’hydrogene) a
I’aide d’une pipette pasteur.
-prélever une colonie a 1’aide
de I’anse ensuite dissocier la
colonie dans la goutte.

» Résultat

-Présence des bulles de gazes :

catalase+.
-Absence des bulles de gaz :

Catalase-.

diméthyle-paraphénuléne
diamine) en un dérivé rose
violace.
» Technique
-Déposer un disque pré-
imprégné par le réactif N
diméthyle —paraphénuléne
diamine (disque Oxydase) sur
une lame propre
-Imbiber le disque d’une goutte
d’eau distillée stérile.
-Déposer au-dessus une colonie
a I’aide d’une pipette pasteur.
-Etaler la colonie sur le disque.
» Résultat
-Présence d’une couleur rose
violette : oxydase+
-Absence de couleur :
Oxydase- .

+ ldentification des germes avec la galerie Api20E

Galerie de 20 micro tubes préts a I’emploi permettant de réaliser 23 tests biochimiques afin

d’identifier les germes recherchés

Figure 04 : La galerie Api20E.
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CHAPITRE 02 : MATERIEL ET METHODES

Mode opératoire

Préparer I’inoculum par ’introduction d’une colonie prélevée de son milieu dans Sml
d’eau distillée stérile

Pour ensemencer la galerie, Introduire la suspension bactérienne dans chaque tube a
I’aide d’une pipette Pasteur stérile ouverte, pointe appuyée a I’intérieur et sur le coté
pour éviter la formation de bulles

Remplir de suspension le tube et la cupule Pour les tests CIT, VP, GEL, et faire recouvrir
d’huile de paraffine les tests : ADH, LDC, ODC, H2S et URE afin de créer une
anaérobiose

Refermer la boite et incuber a 37°C pendant 24h

Apres 24h d’incubation a 37°C, on doit rajouter des réactifs pour voir si les résultats

sont positifs ou négatifs (Derafa, 2012).

La lecture

Les réactions produites pendant la période d’incubation se traduisent par des virages

colorés, sauf certaines sont révélées par 1’addition de réactifs :

- Test VP :VP1+ VP2
- TDA et IND : Réactif de Kovacs
- Test NO2:NIT1 + NIT2

La lecture de la galerie doit se faire en se référant :

- Au tableau de lecture.

- Ouavec le catalogue analytique : Les tests sont regroupés en groupe de 3, et une
valeur (1,2 ou 4) est indiquée par chacun.

- Additionner a I’intérieur de chaque groupe les nombres correspondants aux tests
positifs. On obtient un nombre 7 chiffres qui servira comme code
d’identification

- Soit avec un logiciel d’identification : tableau de la galerie miniaturisée Api 20E
(Annexe 02).
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RESULTATS ET DISCUSSION

Notre étude a été consacrée a 1’analyse physicochimique et microbiologique de deux types

d’échantillons : lait pasteurisé reconstitué conditionné et lait de vache pasteurisé conditionné.

1. Analyses physico-chimiques

Tableau 10 : Résultats des analyses physicochimiques du lait reconstitué
pasteurisé(LRP) et lait de vache pasteurisé (LVP). (Alais, 1984 ; norme AFNOR, 1980).

Préléevemen 1 2 3 4 Normes
ts Internationales

Type du LRP LVP LRP LVP LRP LVP LRP LVP LRP LVP
lait

Contenant Ollitre Ollitre Ollitre O1llitre -

réel

Densité (a

20°C) 1028.2 1029 1030.1 1028.1 1029.7 1029.3 1029.9  1030.5 Min 1028

EST (g/1) 88g/l 80g/I 84 g/l 869/ 97g/l 82g/1 92g/1 84q/l 107- 112 g/l

pH 6.6 6.55 6.7 6.58 6.6 6.50 6.8 6.65 6.6-6.8

Acidité 16°D 165°D  16°D 17.5°D 16°D  16.0°D  16°D  17.2°D 15-18°D

(°D)

MG (g/1) 153 3199/l 184¢g/l 308 1549/l 321g/l 197¢g/l 299¢g/l 15-20 34-36
g/l g/l g/l g/l

Lactose 351g 4.41g/l 3.80g 438 440 455 433 444 4.6g/1

(g/) /l /l g/l g/l g/l g/l g/l

Protéines 2.79g 2929/l 2.81g 3.03¢g/l 2.80g/ 3.28g/ 2.81g/ 3.04g/l 3.4¢/l

(g/l) /Nl /l | | I

EST : extrait sec totale. MG : Matiére Grasse
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RESULTATS ET DISCUSSION

1.1.Densité
1033
1032
1031
1031
1030,1
o 1029 1029,9
< 1030 ,
o
(0
w 1029
=]
= 1028,
o 1028
o
1027
1026
P1 P2 P3 P4 Norme

Prélevements

M LRP mLVP

Figure 05 : Taux de La densité des deux types du lait en fonction des prélévements.

Les résultats illustrés dans le Tableau 10 montrent que la densité du lait varie entre
1028et 1031 avec une moyenne de 1029.47 pour le lait reconstitué et 1029.22 pour le lait de
vache. On constate que ces valeurs sont similaires a celle rapportée par la FAO (2010), et

concordent avec ceux de (Ghaoues S, 2011)

D’aprés la figure (05) on trouve que : La densité du lait de vache pasteurisé est relativement
supérieure a celle du lait reconstitué pasteurisé.

La densité du lait:
- Ne dépend pas de I'age ni de la race de la vache mais dépend de I'alimentation.

-Elle est liée a la richesse en matiére seche et en matiére grasse
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RESULTATS ET DISCUSSION

Un lait riche en matiere grasse a une faible densité alors qu'un lait écrémé a une densité élevée,

I'addition de I'eau au lait (mouillage) diminue la densité (EI Houssain.B, 2009).

1.2. Teneur en matiére seche totale

120

100
8
6
4
2
0
P1 P2 P3 P4

Norme

Matiére séche totale g/I
o o o

o

Préléevements

M LRP mLVP

Figure 06 : La teneur en matiere séche totale des deux types de lait.

La teneur en matiére séche totale du lait doit étre comprise dans l'intervalle 107- 112 g/l
(AFNOR, 1980). D'apres les résultats indiqués dans le tableau 10 nous observons que toutes

les valeurs de la teneur en matiéere séche totale sont non conformes aux normes.

La diminution de la teneur en matiére séche totale est due notamment a une réduction de la
poudre de lait (entier ou écrémé) lors de la reconstitution du lait et aussi due au taux de
mouillage élevé (Ghaoues S, 2011).
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RESULTATS ET DISCUSSION

1.3.Le pH

6,85

6,8 6,8

6,8
6,75
6,7

6,65

6,6 6,6

PH

6,6
6,55
6,5

6,45

6,4

Norme

P2 P3
PRELEVEMENTS

@ LRP @LVP

Figure 07 : Taux de pH des deux types du lait.
Selon le tableau 10 les résultats montrent que le ph du lait reconstitué pasteurisé se situe
entre (6.6 et 6.8) et celui du lait de vache pasteurisé est compris entre (6.55 et 6.65). Ces valeurs

sont similaire a celles rapporté par (Alias.1984) soit (6.6-6.8)

D’apreés la figure précédente (figure07) on peut dire que les deux variétés de lait ont un taux de
pH légérement différent :

e Le taux de pH du lait de vache pasteurisé est légerement inférieur a celui du lait pasteurisé.
Le pH du lait d'une espece donnée vari selon le stade de lactation, il diminue vers la fin du cycle
suite a l'augmentation du taux de caséines et de phosphates. (Singh E, 1972).
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RESULTATS ET DISCUSSION

1.4.Matiere Grasse

40
35
30
25
20

15

Matiére Grasse g/|

10

P1 P2 P3 Norme

Prélevements

@LRP WLVP

Figure 08 : La teneur en matiére grasse des deux types du lait.
L'examen des résultats mentionnés dans le tableau 10 montres que la teneur en matiére
grasse du lait reconstitué pasteurisé se situe dans l'intervalle 15-19 g/l et celle du lait de vache

pasteurisé est compris entre 30 et 32 g/l.

e On remarque que les résultats du lait reconstitué pasteurisé sont admise dans la
fourchette de la norme (AFNOR, 1980) soit (15 a 20 g/l).

e Pour les résultats du lait de vache pasteurisé on constate que ces derniers sont
conformes aux normes FIL-AFNOR (34-36 g/l) du lait, ces valeurs se situent entre
30a324ll.

La reconstitution consiste a mélanger de I'eau et du lait en poudre écrémé et entier de
fagcon a obtenir un lait partiellement écrémé présentant le rapport matiére grasse /matiére séche

dégraissée conformes au produit désiré.

Nous rappelons que la majorité des laiteries utilisent pour la préparation du lait reconstitué
partiellement écrémé la poudre écrémée (0% de MG), la poudre de lait entier (26% de MG), le
lait de vache écrémé ou entier et I'eau (Ghaoues S, 2011).
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RESULTATS ET DISCUSSION

e La comparaison des taux de matiere grasse des deux types du lait a abouti une
différence entre les deux types du lait avec un taux élevé de la matiére grasse dans
le lait de vache pasteurise.

Le stade de lactation peut avoir une influence sur le taux des butyreux. Les taux les plus
faibles se situent pendant le deuxiéme et le troisieme mois de lactation et plus élevés en début

et surtout en fin de lactation.

Une alimentation rationnelle des animaux conditionne le bon rendement laitier, peut
avoir une influence plus ou moins significative sur la teneur de certains composants et donc sur
la qualité du lait (Alais C, 1984).

1.5.Acidité Dornic

18,5

18 18

18
17,5
17

16,5

ACIDITE DORNIC °D

16
15,5
15

14,5

14

P3 P4 Norme
PRELEVEMENTS

@LRP WLVP

Figure 09 : variation de I’acidité dornic des deux types du lait en fonction des
prélevements.
D'aprés Aboutayeb (2009), un lait frais peut avoir comme acidité entre 15 et 18°D. La
FAO (2010) rapporte que I'acidité du lait est en moyenne 16 (15-17 °D). Donc on peut dire que
toutes les valeurs d'acidité des deux types du lait sont conformes a celles citées par la FAO
(2010).
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RESULTATS ET DISCUSSION

Toutefois nos résultats montrent que : L’acidité du lait de vache pasteurisé est 1égérement

supérieure a celle du lait pasteurisé

On rappelle que lacidité titrable = acidité naturelle +acidité développée. Les
constituants du lait qui contribuent a I'acidité naturel sont les phosphates (0,09%), les caséines
(0,05- 0,08%), les autres protéines (0,01%), les citrates (0,01%) et le bioxyde de carbone
(0,01%). A cette acidité naturelle s'ajoute l'acidité développée qui est la résultante d'un
développement des bactéries lactiques qui forment de l'acide lactique par fermentation du
lactose. (Kim et al.,1982)

1.6.Lactose et protéines

4,6 4,6
4,5
4
3,5
-
o 3
A 25
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<
= 15
1
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Figure 10 : la teneur en lactose des deux types de lait.
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Figure 11 : Taux des protéines des deux types du lait.

Les résultats dans le tableau 10 montrent une différence remarquable entre les
échantillons de laits au niveau de la teneur en lactose et en protéine. On note que les valeurs
obtenus sont lIégerement inférieurs a celles cité par la norme (AFNOR, 1980) soit : 4.6g /I pour
le lactose et 3.4 pour les protéines.

-la comparaison entre les laits a déduit que la teneur en lactose et en protéine dans le lait de

vache pasteurisé est plus importante que celle du lait reconstitué.



RESULTATS ET DISCUSSION

2. Analyses microbiologiques

Tableau 11: Résultats des analyses microbiologiques du lait reconstitué pasteurisé et lait de
vache pasteurisé.

Prélevements 1 2 3 4 Normes

internationales

Type LRP LVP LRP LVP LRP LVP LRP LVP

d’échantillon

FMAT
110° 1610 210°  2310° 910 1510 9102  2.10°
: 3 <30.000/ml

Coliformes

totaux (sortie Abs  Abs  Abs Abs  Abs Abs Abs  Abs <10/ml
usine)

Coliforme

fécaux (sortie Abs  Abs Abs  Abs Abs  Abs  Abs  Abs Abs

usine)

Clostridium

sulfito- Abs  Abs Abs  Abs Abs  Abs Abs  Abs <9 spores/ml

réducteurs
a37°C
Staphylocoque  Abs  Abs  Abs Abs Abs  Abs  Abs  Abs <9 spores/ml

streptocoque Abs  Abs Abs  Abs Abs  Abs Abs  Abs Abs

Lactobacille 310°  410° 2510 6.10° 410° 5510 3.10° 86.1 108UEC
3 03

moisissures et Abs

levures Abs  Abs  Abs Abs Abs Abs Abs Abs

LRP : lait reconstitué pasteurisé. LVP : lait de vache pasteurisé. Abs : absence. FMAT : Flore

mésophile aérobie totale.
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RESULTATS ET DISCUSSION

2.1.Dénombrement de la flore mésophile aérobie totale
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0
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o

M LRP mLVP

Figure 12 : Variation du nombre de la flore totale en fonction des prélévements.

Selon les résultats obtenus lors de 1’analyse microbiologique des deux types de lait (laits
reconstitué pasteurisé et lait de vache pasteurisé) on trouve que le nombre de la flore mésophile
aerobie totale(FMAT) présent dans le lait reconstitué pasteurisé est compris entre (900 et 2000
UFC/ml) tandis que celui de lait de vache est compris entre (1500 et 2300 UFC/ml).

Les seuils de contaminations en flore totale ne dépassent pas la norme fixée. Ils sont également
inférieurs aux charges maximales tolérées par les deux réglementations francaises et

américaines qui sont respectivement de 3.10* UFC/ml (Alais, 1984).
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RESULTATS ET DISCUSSION

2.2.Dénombrement des bactéries lactiques
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Figure 13 : Variation du nombre des lactobacilles en fonction des prélevements.

D’apreés les résultats illustrés dans le tableau 11 on remarque que le nombre des
lactobacilles présent dans chaque type étudié soit le lait de vache pasteurisé varie entre 4000
et 8600 UFC/ml et le lait reconstitué pasteurisé avec une valeur comprise entre 2500 et 4000

UFC/ml Ces valeurs sont conforme aux normes internationales libérés par et la FAO (2010).

e La figure 13 montre une légere différence dans le nombre des lactobacilles des
deux variétés de lait, le nombre dans le lait de vache est I[égerement supérieur a

celui du lait reconstitué pasteurisé.

2.3.Résultats de I’identification des germes

Tableau 12 : Aspect macroscopique et microscopique des colonies bactériennes isolées a partir
du LRP :
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RESULTATS ET DISCUSSION

Prélevement 01 Gélose Nutritive MRS

Aspect

macroscopique

Figure 05 : Colonies bombées lisse Figure 06:

blanchatre a contour régulier. Colonies bombées blanchatre

de taille différentes.

Aspect

microscopique

Figure 07 : Bacilles a gram négative. Figure 08: bacilles a Gram positf.

Préléevement 02 Gélose nutritive MRS

Aspect

macroscopique

Figure 09 : Colonies bombées
blanchatre petites et moyennes de

formes différentes avec un contour

régulier.
Figure 10 : Colonies bombée lisse

blanchatres.

SR ¥ >
T Sk 1

Figure 11 : Bacilles a Gramnégative  Figurel2 : Coccus & Gram positif

Aspect

microscopique
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Préléevement 03

Aspect
macroscopique

Aspect

microscopique

Prélevement 04

Aspect

macroscopique

Aspect
Microscopique

Gélose nutritive

Figurel3 : Colonies blanchatres de
taille différentes plates avec un

contour irrégulier.

Figurel5 : Bacilles & Gram négatif

Gélose nutritive

RESULTATS ET DISCUSSION

MRS

Figurel4 : Colonies de grande
taille lisse blanchatres.

Figure 16: Coccus a Gram positif

MRS

Figure 17 : Colonies bombées lisses

jaunatres avec un contour irrégulier.

Figure 19 : bacille & Gram négatif

Figurel8 : Colonies petites et
moyenne taille bombées

blanchétres.

‘-J?\‘.» Y4
W 3Pt S
?s‘lwh.t o b .

Lol Ji‘\-ﬁ

Figure 20 : Cocci a Gram

positif.
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RESULTATS ET DISCUSSION

Tableau 13 : Aspect macroscopique et microscopique des colonies bactériennes isolées a partir

du LVP:

Prélevement 01

Aspect

macroscopique

Aspect

microscopique

Prélevement 02

Aspect
macroscopique

Aspect
microscopique

Gélose Nutritive

Figure 21:Colonies bombees petites et

moyennes tailles lisse blanchatre a

contour régulier.

o % >
’ 7 e
< &
TN AT ‘?‘ -
v ;{,’ 1 . '*
" -
w4 Ny, =
P N . 1% ’
&1 |} P =4 ’
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B2 ale? W e Nz
< l}L”"\' > I 4 l

Figure 23: Bacilles a gram négative.

Gélose nutritive

MRS

Figure22 : Colonies bombées

blanchatre.

Figure24 : Cocci a Gram positif.

MRS

Figure 25: Colonies bombées blanchatre
de différentes formes.

Figure 27 : Cocci a Gram négative

Figure 26 : Colonies bombée lisse

blanchatres.

Figure28 : Cocci a Gram positif

45



RESULTATS ET DISCUSSION

Préléevement 03 Gélose nutritive MRS

Aspect

macroscopique

Figure 29: Colonies blanchatres plates.
Figure 30 : Colonies de différentes

tailles lisses blanchatres.

Aspect — - ;“
microscopique "a e ?’
’%h, \,{ - ‘}i -
ltg : o W .
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Figure 31 : Bacilles & Gram négatif. Figure 32 : Coccus a Gram positif.

Prélevement 04 Gélose nutritive MRS

Aspect

macroscopique

Figure 33 : Colonies bombées lisses Figure 34: Colonies petites et
jaunatres. moyenne taille bombeées

blanchatres.

Aspect

Microscopique

Figure 35 : Bacilles & Gram négatif.  Figure 36 : Cocci a Gram positif.
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2.3.1. Résultat de I’identification des bactéries lactiques

Tableau 14 : Résultat du profil biochimique des bactéries lactiques.

Mannitol Clarket Urée Citrate Test

mobilité lubs d’in de De
Prélev dol Simmons catalase

ements "
2 |2 2 - ©
= = @ g g % 2 g 8
c o [=) = o ®© [S)] — ©
© o o o = = (Ic)\‘ 2 [&] Q +—
s s 2|5 |2 S22 28 6 8. 5 8
P1(LRP - - + - - - - - + + + -
)
P2(LRP  + + - - - - - - + + + -
)
P3(LRP - - + - - - - - - - - -
)
PA(LRP - - - - - - - | - + + + -
)
Plve  + + + - - + - - + + + -
)
P2eve + - + - - - - - + T T -
)
P3(Lvp - +  + - - - - - - - - -
)
P4wvp + - + - - - - - - - - -
)

P : Prélévement.



RESULTATS ET DISCUSSION

Figure 37 : Tests biochimiques (galerie classique)

e Selon les tests d’identification de la flore lactique du lait, nous avons identifié les
especes suivantes : Lactococcus sp, Lactobacillus sp et Leuconostoc sp.

Tableau 15 : Résultat d’identification des souches isolées :

P2 (LRP) Leuconostoc sp
P3 (LRP) Lactococcus sp

P4 (LRP) Leuconostoc sp
P1 (LVP) Leuconostoc sp
P2 (|_VP) Leuconostoc sp
P3 (LVP) Lactococcus sp
P4 (LVP) Lactococcus sp

Les bactéries lactiques Constituent un groupe divers de ferments lactiques laitiers, ont

néanmoins un nombre de caractéristiqgue communes :

-Elles fermentent les sucres en produisant principalement de 1’acide lactique
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RESULTATS ET DISCUSSION

- Elles sont Gram positives et catalase négatives.
-Elles sont hétérotrophe.

Ces microorganismes sont principalement des mésophiles appartenant & la flore
originelle. Ils ne sont généralement pas thermoduriques et sont donc presque totalement détruits
par un traitement thermique adéquat, on notant que le compte initial total ne soit pas trop éleve.
Dans le cas contraire, ces microorganismes sont la cause du surissement du lait. Durant sa

conservation apres la pasteurisation (Vignola. L Carole, 1984).

Les genres : Lactococcus sp, Lactobacillus sp et Leuconostoc sp sont communément

employés dans la fermentation lactique des produits laitiers. (Vignola. L Carole, 1984).

Les Leuconostocs rentrent dans la composition de la flore bactérienne des
levains lactiques mésophiles. (Galesloot et Hassing ,1961). Les principales fonctions
demandées aux levains lactiques sont d'apres Stadhouders (1974): la production d'acide, la
protéolyse, la lipolyse, la production de gaz et d'ardme et I'inhibition des bactéries indésirables
(pathogénes entre autres).

L’acidification du lait est bon indice pour évaluer la qualité microbiologique et le respect de la
chaine de froid du lait cru. C’est pour cette raison que I’industrie laitiere évaluera le pH ou
I’acidité titrable du lait a la réception comme indice de la qualité microbiologique de cette

matiere premiere (Vignola. L Carole, 1984).
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2.3.2. Résultat de la recherche des entérobactéries

Tableau 16: Identification des caractéres biochimiques pour le LRP :

Prélevement 1

les tests

complémentaires

I’espéce

résultats de la galerie classique/ api20E

Milieu Gélose nutritive

Figure 38 : résultats de la galerie classique

Mannitol Mobilité : virage de couleur vers le jaune avec formation des voiles
(mobilité+ et Mannitol+)

TSI : coloration en jaune et formation des bulles de gaz, absence des zones noires
(lactose, saccharose+ et gaz + et H.S-)

Urée indole : absence de couleur rose, formation d’anneau rouge a la surface
(uréase — et indole+)

Clark et Lubs : absence de couleur rouge aprées 1’addition de VP et I’apparition
de couleur rouge apres 1’addition de RM (VP6 et RM+)

Citrate de Simmons : le milieu reste bleu vert (citrate-)

Figure 39 : Les tests complémentaires.

ONPG : apparition de couleur jaune (ONPG+)
Oxydase : absence de couleur rose-violet (oxydase-)
Catalase : apparition des bulles du gaz (catalase+)

Escherichia coli
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Prélevement 2

les tests

complémentaires

I’espéce

Prélévement 3

RESULTATS ET DISCUSSION

Figure 41 : résultat de I’API20E
ONPG-+: apparition de couleur jaune

GLU+ : présence de gaz lors de fermentation du glucose

LDC- : absence de I’enzyme Lysine décarboxylase pas de dégradation du
substrat lysine

ODCH+ : la présence de I’enzyme ornithine décarboxylase qui dégrade
1’onithine

CIT-: le milieu reste bleu vert

H2S - : Absence de désaminase, de lysine-décarboxylase et de production
de H.S

TDA- absence de I’enzyme tryptophane désaminase qui dégrade le
tryptophane

UREE- et IND+ : absence de couleur rose, formation d’anneau rouge a
la surface (uréase — et indole+)

VP- : absence de couleur rouge apres 1’addition de VP

Figure 42 : les tests complémentaires
Oxydase : absence de couleur rose-violet (oxydase-)
Catalase : apparition des bulles du gaz (catalase+)

Escherichia coli

Figure 43 : résultat de la galerie classique
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les tests

complémentaires

I’espéce

Prélevement4

RESULTATS ET DISCUSSION

Mannitol Mobilité : virage de couleur vers le jaune avec formation des
voiles (mobilité+ et Mannitol+)

TSI : coloration en jaune et formation des bulles de gaz, absence des
zones noires (lactose, saccharose+ et gaz + et H2S-)

Urée indole : absence de couleur rose, formation d’anneau rouge a la
surface (uréase — et indole+)

Clark et Lubs : absence de couleur rouge apres 1I’addition de VP et
I’apparition de couleur rouge apres 1’addition de RM (VP6 et RM+)

Citrate de Simmons : le milieu reste bleu vert (citrate-)

— =W

Figure 45 : les tests complémentaires

ONPG : apparition de couleur jaune (ONPG+)
Oxydase : Absence de couleur rose-violet (oxydase-)
Catalase : apparition des bulles du gaz (catalase+)

Escherichia coli

£

Figure 46 : résultats de I’API20E

Glu + présence de gaz lors de la fermentation du glucose

ONPG+ : apparition de couleur jaune

VP + : présence de couleur rouge apres 1’addition de VP

CIT —: Absence d'utilisation du citrate comme seule source

de carbone sur milieu citrate-Simmons

Mannitol et Mobilité + : virage de couleur vers le jaune avec formation
des voiles (mobilité+ et Mannitol+)

UREE+ et IND+ : présence de couleur rose, formation d’anneau rouge a

la surface (uréase+ et indole+)
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H2S-Absence de désaminase, de lysine-décarboxylase et de production de
H2S

I’espéce Yersinia enterocoletica

Tableau 17: Identification des caracteres biochimiques pour les prélevements de lait de vache
pasteurisé (LVP)

résultats de la galerie classique/ api20E

Milieu Gélose nutritive

Prélevement 1

Figure 50 : résultats de la galerie classique

Mannitol Mobilité : virage de couleur vers le jaune avec formation des voiles
(mobilité+ et Mannitol+)

TSI : coloration en jaune et formation des bulles de gaz, absence des zones
noires (lactose, saccharose+ et gaz + et H,S-)

Urée indole : absence de couleur rose, formation d’anneau rouge a la surface
(uréase — et indole+) couleur rouge apres 1’addition de VP et I’apparition de
couleur rouge apres 1’addition de RM (VP6 et RM+)

Citrate de Simmons : le milieu reste bleu vert (citrate-)

Clark et Lubs : absence de de couleur rouge apres 1’addition de VP et

I’apparition de couleur rouge apres 1’addition de RM (VP6 et RM+)

les tests

complémentaires

Figure 51 : Les tests complémentaires
ONPG : apparition de couleur jaune (ONPG+)
Oxydase : absence de couleur rose-violet (oxydase-)

53



I’espéce

Prélevement 2

I’espéce

prélevement 3

RESULTATS ET DISCUSSION

Catalase : apparition des bulles du gaz (catalase+)

Escherichia coli
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Figure 52 : résultats de I’api20E

ONPG-+ apparition de couleur jaune

ODC- I’absence de I’enzyme ornithine décarboxylase qui dégrade
1’onithine

Mannitol mobilité -:absence de virage de couleur vers le jaune et absence de la
formation des voiles

H2S-Absence de désaminase, de lysine-décarboxylase et de production
de H2S

CIT+ virage de couleur qui indique I’utilisation du citrate comme seule
source de carbone sur milieu citrate-Simmons

VP+présence de couleur rouge aprées 1’addition de VP

UREE +présence de couleur rose

IND- absence de formation d’anneau rouge a la surface

micrococcaceae SP.

Figure 53 : résultat de la galerie classique

Mannitol Mobilité : virage de couleur vers le jaune avec formation des
voiles (mobilité+ et Mannitol+)

TSI : coloration en jaune et formation des bulles de gaz, absence des
zones noires (lactose, saccharose+ et gaz + et HoS-)

Urée indole : absence de couleur rose, formation d’anneau rouge a la

surface (uréase — et indole+)
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Clark et Lubs : absence de couleur rouge apres 1’addition de VP et
I’apparition de couleur rouge apres 1’addition de RM (VP6 et RM+)

Citrate de Simmons : le milieu reste bleu vert (citrate-)

les tests

complémentaires

Figure 54 : les tests complémentaires

ONPG : apparition de couleur jaune (ONPG+)
Oxydase : absence de couleur rose-violet (oxydase-)
Catalase : apparition des bulles du gaz (catalase+)

I’espéce Escherichia coli

Prélevement4
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Figure 55 : résultats de I’API20E Glu + présence de gaz lors de la
fermentation du glucose

ONPG+ : apparition de couleur jaune

VP + : présence de couleur rouge apres 1’addition de VP

CIT - :Absence d'utilisation du citrate comme seule source

de carbone sur milieu citrate-Simmons

Mannitol et Mobilité + : virage de couleur vers le jaune avec
formation des voiles (mobilité+ et Mannitol+)

UREE-+et IND+ : présence de couleur rose, formation d’anneau rouge
a la surface (uréase + et indole+)

H2S-Absence de désaminase, de lysine-décarboxylase et de production
de H2S

Pespéce Yersinia Enterocoletica
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D’aprés les résultats obtenus lors de la recherche des caractéres biochimiques des
colonies poussées dans le milieu gélose nutritive, on remarque la présence de deux especes
bactériennes dans les deux types de lait : E. coli et Yersinia enterocolitica qui est un signe de
contamination pouvant étre due soit a une mauvaise pratique d’hygiéne ou bien a une faute
de manipulation de notre part , lors de I’incubation dans 1’étuve contenant d’autre boites de
pétri contaminés ( car la température de pasteurisation dépasse leur température de croissance
optimale) . Ces deux flores sont considérées normales lorsque leur nombre ne dépasse pas les
normes internationales Les traitements de pasteurisation (72 °C pendant 15 s) éliminent les
bactéries pathogenes sous forme végeétative, mais celles qui se présentent sous forme sporulée
résistent (Eck, 1987).

Le genre Escherichia coli forme un groupe de bacilles mobiles ou immobiles, a Gram
négatif, de la famille des Enterobacteriaceae. Il Peut se multiplier a des températures comprises
entre 4 °C et 46 °C, avec un optimum de croissance a 37 °C et a un pH compris entre 4,6 et 9,5.
Il constitue 80% de la flore banale intestinale chez les humains. L'acidification entraine une
inhibition de la croissance des E. coli. L ’E. Coli présente une dose infectieuse lorsqu’elle atteint
le nombre 10°-10'°(Mehlman, 1976).

Yersinia enterocolitica quant a eux sont des Batonnets a coloration de Gram négative,
souvent sous une forme coccobacillaire, non capsulés, immobiles a 37 °C et mobiles a 30 °C,
elles peuvent se multiplier en présence ou en absence d’oxygene. Elles posseédent une uréase
tres active qui est la clef de leur diagnostic bactériologique et forment des colonies punctiformes
(<1Imm) en 24 h. Bien que leur température optimale de croissance soit entre 28-29°C, il s’agit
de bactéries psychtrotrophes qui peuvent survivre a des températures tres basses (au
congélateur) (Eck, 1987).

On a remarqué la présence dans le lait de vache pasteurisé du genre Micrococcus :

Il comprend des microcoques qui sont également des hdtes normaux de la peau et des
muqueuses de I’homme ainsi que quelques aliments notamment le lait avec un pourcentage
variant entre 30-90% (Vignola, 2002).
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Résumé :

Le lait est considéré comme le produit alimentaire le plus consommé en Algeérie. Des
¢chantillons de lait ont été analysés dans le but d’évaluer leur qualité physicochimique et
microbiologique. Cette approche est basée sur une étude comparative entre deux variétés de
laits conditionnés (lait reconstitué pasteurisé et lait de vache pasteurise) de la laiterie
« SAFIA ».Du point de vue physicochimique et microbiologique les résultats obtenus ont
montré que le lait reconstitué pasteurisé fabriqué a partir de la poudre de lait est plus stable,
plus propre et conforme par rapport au lait de vache pasteurisé. D’autre part le lait de vache
pasteurisé est plus riche du point de vue nutritionnel et vitaminique.

Abstract :

Milk is considered as the most consumed food product in Algeria. Milk samples were
analyzed for the purpose of assessing their physicochemical and microbiological quality.This
approach is based on a comparative study between the two varieties of milk (reconstituted and
pasteurized milk and pasteurized cow milk) from the dairy "SAFIA". Frome the
physicochemical and microbiological point of view the results have shown that the
reconstituted pasteurized milk made from milk powder is more stable cleaner and consistent
compared to pasteurized cow's milk.Moreover pasteurized cow's milk is richer in nutritional

point of view.

Keywords : Reconstituted milk, pasteurized, physicochemical parameters, microbiological
analyzes.

udla
Ay ) Lgia pm sl o ad Gl (g e (il 5 085 31 ) (3 1S3l JSYI elaal ) ey
5l s 5 S 55l sl Catall) Caladl (o e 58 O A5 e Bl o e gl 13 ity s Fm ol sy s Sall
inssall Culall (o il el Am a5 Sl 5 AiliasS 5o 3l il g (30 Al Ailall (s (sl
DAl cula @y e 3 e el ) Cula e 4 8all Lebaal s 1) i) ST Calall (§ saase (10 g sieadll
sl 360 3l) Al shaia o) 5 T g i)
A shs S il ey i) ilaleall AL slaa e s rhalide Gl



