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Résumé

Le lait est un aliment bénéfique a tous les ages de la vie. Ses qualités nutritionnelles viennent
de sa composition unique.

Il apporte du calcium, qui participe a la construction du squelette durant I’enfance et
I’adolescence, mais aussi a son entretien tout au long de la vie. Il contient des protéines d’une
grande valeur nutritionnelle, avec tous les acides aminés indispensables. Son go(t sucré
provient du lactose, le sucre dominant.

Son onctuosité est apportée par les lipides, vecteurs de vitamines liposolubles (A et D). Le lait
est aussi composé a 87 % d’eau indispensable a la vie, qui véhicule des vitamines

hydrosolubles (du groupe B essentiellement).

Le lait cru prélever dans de bonnes conditions d’hygieéne a partir d’un animal sain est presque
stérile mais tout de suite il est contaminé par une multitude contaminant causant 1’altération
de la qualité sanitaire et organoleptique de lait. La consommation de lait cru, repose,
principalement, sur ces qualités physicochimiques. Pour garantir une meilleure qualité, il est
important, de veiller a la gestion des fermes, ’entretient de lieux, de 1’alimentation, des

animaux, jusqu’a stade de la traite et conservation du produit.

Mot clés : Lait, qualités nutritionnelles, vache, la qualité physico-chimique.



Summary

Milk is a beneficial food at all ages. Its nutritional qualities come from its unique
composition.

It provides calcium, which helps build the skeleton during childhood and adolescence, but
also maintains it throughout life. It contains protein of great nutritional value, with all the
essential amino acids. Its sweet taste comes from lactose, the dominant sugar.

Its smoothness is provided by lipids, vectors of fat-soluble vitamins (A and D). Milk is also
made up of 87% water essential for life, which carries water-soluble vitamins (mainly from
group B).

Raw milk taken under good hygienic conditions from a healthy animal is almost sterile, but
immediately it is contaminated with a multitude of contaminants causing deterioration of the
sanitary and organoleptic quality of the milk. The consumption of raw milk is mainly based
on these physicochemical qualities. To guarantee better quality, it is important to ensure the
management of farms, the upkeep of premises, food, animals, up to the milking stage and
conservation of the product.

Keywords: Milk, nutritional qualities, cow, physicochemical quality.
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Introduction

Dans les trois premieres décennies de son existence, la FAO a publié une série d'études sur la
nutrition. L'une d'entre elles, parue en 1972, Le lait et les produits laitiers dans la nutrition
humaine, s'efforcait de faire le point des connaissances en matiere de composition et de valeur
nutritive du lait, des procédes technologiques pour conserver le lait dans les différents pays du
monde et des mesures a prendre pour assurer un approvisionnement en lait & ceux qui en ont

le plus besoin.

Vingt ans apres, il a paru nécessaire de procéder a une refonte de cet ouvrage qui
tienne compte de I'évolution de la connaissance scientifique et technique et cherche a
répondre au mieux aux attentes de notre lectorat potentiel, maintenant mieux formé. (John

Lupien).

L’Algérie est le premier consommateur de lait au Maghreb, avec prés de a 120 L/an
/habitant (Kacimi El Hassani, 2013). Cet aliment occupe une place prépondérante dans la
ration alimentaire des algériens. Il apporte la plus grande part de protéines d’origine animale
(Senoussi, 2008). Le lait, de par sa composition, est un aliment trés riche : il contient des
graisses, du lactose, des protéines, des sels minéraux, des vitamines et 87% d’eau. Sa place
dans les us et coutumes algériens est tres forte puisqu’il constitue 1’un des plus forts symboles
de la pureté. Il est aussi utilis€ avec les dates pour montrer 1’hospitalité. Sur le plan
alimentaire, il est a la base de nombreuses préparations culinaires traditionnelles trés ancrées
dans I’histoire (jben, klila, d’hen, I’ben, raib, ................ ). (Aagaard et al., 1998)

L'Algérie est un pays de tradition laitiére. Le lait et les produits laitiers, dérivés fromages
yaourt, beure.....etc. Occupent une place prépondérante dans la ration alimentaire des
algériens ils apportent la plus grosse part des protéines d’origine animale c’est pour ¢a le
maintien du secteur laitier, ne doit pas se focaliser uniquement sur 1’agent producteur, qui est
la vache, mais aussi sur la qualité du lait collecté.

En effet le lait est considéré comme un milieu biologique complexe, composé de toutes les
molécules nécessaires au développement de microorganismes et sa qualité peut étre affectée
par de nécessaires au développement de microorganismes et sa qualité peut étre affectee par
nombreux facteurs tels que les contaminations au cours et apres la traite et la présence

d’infections des mammites (Aggad et al., 2009). Plusieurs mesures devront étre pries, pour



réduire le risque de contamination et assurer une consommation humaine sans danger,
notamment 1’hygiéne de la traite et le bon controle physico-chimique de la qualité du lait
obtenu. (Abdelgadir et al., 1998)

La qualité physico-chimique et bactériologique du lait reste toujours irréguliére a cause de
plusieurs facteurs, tels que 1’alimentation des bovins, le manque d’hygiene, la race et la saison
qui constituent des facteurs prépondérants de la mauvaise qualité du lait (Lederer,

1983). Il est donc important, qu’un contréle rigoureux de la qualité physico-chimique du lait

ainsi que de sa qualité hygiénique soient instaurées).
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1. Définition générale du lait

Le lait a été defini en 1908, au cours du Congrés International de la Répression des
Fraudes a Genéve comme étant : « Le produit intégral de la traite totale et ininterrompue
d’une femelle laitiére bien portante, bien nourrie et non surmenée. Le lait doit étre recueilli
proprement et ne doit pas contenir de colostrum» (Alais, 1975).

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

Selon Deforges et al., (1999), le lait cru est un lait non chauffé au-dela de 40°C ni soumis a
un traitement non thermique d’effet équivalent notamment du point de vue de la réduction de

la concentration en micro-organismes.

Vaisseaux

Citerne' &4 sanguins
- du lait
Ny Cellules
- seécrétrices
ou acini
Quartier

Trayon

Figure N°1 : Schéma du pis de la vache et de ses Quartiers (Charron, 1986)

2. Composition de lait de vache

La composition du lait varie d'une espece de mammifére & une autre car elle est
adaptée aux besoins de chacune d'elle. Cependant, on retrouve des caractéristiques communes
aux différents laits a savoir la richesse en calcium, qualité protéique appréciable, le lactose
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comme sucre prédominant et une richesse en vitamines notamment du groupe B. Sa
composition dépend aussi d’autres facteurs tels que la race des vaches, la saison et le climat.
Certains de ces facteurs peuvent étre contrdlés donc modifiés pour améliorer la rentabilité
laitiere d'une vache (Mathieu et al., 1998).

Tableau | : Composition nutritionnelle moyenne du lait de vache (Alais et al.,

2008).
Composition Concentrations Etat physique des
(a/) composants
Eau 905 Eau libre (solvant) plus eau
lie
(3,7%)
Glucides (lactose) 49 Solution
Lipides 0,5 Emulsion des globules gras
Matiére grasse proprement (3a5 um)
dit
Lécithine (phospholipides)
Insaponification (stérol,
caroténe,
tocophérol)
Protéines Caséine 34 Suspension micellaire
Protéine soluble (globuline, | 27 Phosphocaséinate de
albumines 2,5 Calcium (0,08 a 12 um)
Substance  azotées  non | 1,5 Solution (colloidale)
protéiques Solution (vraie)
Sels De l'acide citrique (en | 9 Solution ou état colloidale
acide). 2
De l'acide 2,6
phosphorique (P203) 1,6
Du chlorure de sodium
(NaCl)
Constituants divers Traces
(Vitamines, enzymes gaz
dissous)
Extrait sec total 127
Extrait sec non gras 92
2.1. Eau

L’eau représente environ 81 a 87% du volume du lait selon la race. Elle se trouve sous
deux formes : libre (96 % de la totalité) et liée a la matiére seche (4 % de la totalité)
(RAMET, 1985).
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2.2. Glucides

L’hydrate de carbone principal du lait est le lactose qu’est synthétisé¢ dans le pis a partir du

glucose et du galactose. Malgré que le lactose soit un sucre, il n’a pas une saveur douce.

(Amiot et al., 2002 ; Gradinar et al., 2015)
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Figure N° 2 : Hydrolyse du lactose (Brule, 1987)

2.3. Matiére grasse

La matiere grasse dont la quantité varie en fonction des conditions d'élevage, est présente
dans le lait sous forme de globules gras, de 1 a 8 um de diamétre, émulsionnés dans la phase

aqueuse; le taux en est variable (environ 10 milliards de globules par millilitre de lait).

JEANTET et coll. (2008).

Triglycaerides
Digiycerides
Acides gras
Sterols
Carotemoides
Vitamiinoes - A, D E. K

Phospholipidcdes N 7 / 3
Lipoprotaines

L erides |
Coercbrosiacies
Frolesiniess

Acicdes nucleicques

Figure N° 3 : Composition de la matiére grasse du lait (BYLUND, 1995)
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Tableau 2 : Constituants lipidiques du lait de vache et localisation dans les fractions
physico-chimiques (g/100 g de matiére grasse) (Renner, 1983)

Constituants lipidiques Proportion Localisation

Triglycérides 96-98 Globule gras

Diglycérides 0.3-1.6 Globule gras

Monglycérides 0.0-0.1 Globule gras

Phospholipides 0.2-1.0 Membrane du globule gras et
lactosérum

Cérébrosides 0.0-0.08 Membrane du globule gras

Stétrols 0.2-0.4 Globule gras

Acides gras libres 0.1-0.4 Membrane du globule gras et
lactosérum

Esters du cholestérol traces Membrane du globule gras

Vitamines 0.1-0.2 Globule gras

2.4. les protéines
Les protéines représente 95% des métiers azotes et sont constitue soit des AA (B
lactoglobuline, o lactalbumine), soit des AA et d’acide phosphorique (la caséine a et ).
Le 5% restant sont constitue de peptone et de I'urée, les classements des protéines se fait
selon deux catégories (Dalgleish, 1982) :
[J[0Leur solubilité dans I’eau

[J Leur stabilité
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Tableau 3 : Composition moyenne et distribution des protéines du lait de vache
(Adrian et al., 1995)

Protéines Moyennes absolues (g/l) Moyens relatives(%o)
Protides totaux ou matiére | 34 100
azotées totales

Protéines 32 94
Protéines non solubles ou | 26 82
caséines entiere

Caséine a 12 46
Caséine g 9 35
Caséine k 35 13
Caséine g 15 6
Protéines solubles 6 18
a -lactoglobuline 2.7 45
p -lactalbumine 15 25
sérum-albumine 0.3 5
Globulines immunes 0.7 12
Protéoses-peptones 0.8 13
Substances  azotées non | 2 6
protéiques

Molecules de K -caséine

Chaines

saillantes Groupe POy

Noyau hydrophobe

Figure N° 4: Structure d'une sub-micelle caséique (BYLUND, 1995)
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2.5. 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
¢changes a I’échelle des membranes cellulaires.

On classe les vitamines en deux grandes catégories :

- les vitamines hydrosolubles (vitamines du groupe B et vitamine C) de la phase aqueuse du
lait.

- les vitamines liposolubles (vitamines A, D, E, et K) associées a la matiére grasse, certaines

sont au centre du globule gras et d’autres a sa périphérie (Debry, 2001).

Tableau 4 : Composition vitaminique moyenne du lait cru. Source (Amiot et al,
2002)

Vitamines | Teneur moyenne

Vitamines liposolubles

Vitamine A (+ carotenes)

40ug / 100ml

Vitamine D2 4ug/ 100ml
Vitamine E 100ug/ 100ml
Vitamine K Spg/ 100ml
Vitamines hydrosolubles

Vitamine C (Acide ascorbique) 2mg/ 100ml

Vitamine B1 (thiamine)

45ng/ 100ml

Vitamine B2 (riboflavine)

175ug/ 100ml

Vitamine B6 (pyridoxine)

50pg/ 100ml

Vitamine B12 (cyanocobalamine)

0,45ug/ 100ml

Niacine et niacinamide

90ug/ 100ml

Acide pantothénique

350pg/ 100ml

Acide folique

5,5ug/ 100ml

Vitamine H (biotine)

3,5ug/ 100ml
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2.6. Sels minéraux

Le lait contient des quantités importantes de différents minéraux. Les principaux sont :

calcium, magnésium, sodium et potassium pour les cations et phosphate GAUCHERON(2004).

Tableau 5 : Composition minérale du lait de vache (JEANTET et coll., 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
2.7. Enzymes

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.

3. Importance nutritionnel

Le lait joue, un role trés important dans 1’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 :

Une source de protides d’excellente valeur biologique

La principale source de calcium
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Une source de matiére grasse

Une bonne source de vitamines (Leroy, 1965)

Le lait est également une excellente source de minéraux intervenant dans Divers
métabolismes Humains notamment comme cofacteur set régulateurs D’enzymes (Cheftel et

Cheftel, 1996).

4. Propriétés physico-chimiques du lait

Le lait est un liquide blanc, opaque, mat, (Goursaud, 1985). L'odeur est peu prononcée.

L’acidification du lait par I'acide lactique lui donne une odeur aigrelette (Vierling, 1999).

4.1. pH

Le pH du lait normal de vache est de I’ordre de 6.7, le milieu aqueux contient plus d’ions
(H30+) que des ions de (OH.).

Cette valeur est due en grande partie au groupement basique ionisable et acide dissociable des
protéines (Jaque, 1998).

4.2. Acidité du lait ou acidité de titration

L’acidité titrable du lait correspond a la titration par I’hydroxyde de sodium en présence de
phénol phtaléine comme indicateur colorée.
La présence de ce dernier indiquera la limite de neutralisation par changement de couleur qui

devient rose pale (Fanni et Novak, 1987).
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4.3. Densité

La densité du lait est une grandeur sans dimension qui désigne le rapport entre la masse d'un

volume donné de lait a 20°C et la masse du méme volume d'eau (Pointurier, 2003).

4.4. Le point de congélation

Le point de congélation du lait est I'une de ses caractéristiques physiques les plus constantes.
Sa valeur moyenne, si I’on considére des productions individuelles de vache, se situe entre -

0,54°C et - 0,55°C (Mathieu, 1998).

4.5. Point d’ébullition

D’aprés Amoit et al (2002), on définit le point d’ébullition comme la température atteinte
lorsque la pression de vapeur de la substance ou de la solution est égale a la pression
appliquée. Ainsi comme pour le point de congélation, le point d’ébullition subit I’influence de
la présence des solides solubilisés. Il est 1égérement supérieur au point d’ébullition de I’eau,

soit 100.5°C.

5. La qualité organoleptique

11
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Tableau 6: Caractéristiques organoleptiques du lait (\Veisseyre, 1975)

Blanc-jaunatre a blanc-méat (a cause de la

Couleur réflexion de la lumiere sur
les micelles et les caséines). Bleutée ou
franchement  jaunatre (lait riche en
lactoflavine).

Odeur Peu accentuée, fonction de I'espéce et
I'alimentation

Saveur Légérement sucrée (le lactose a un faible
pouvoir sucrant).

Viscosité Deux fois plus visqueux que I'eau:

- plus visqueux chez les monogastriques que
chez les polygastriques

- plus visqueux au début de lactation
(colostrum

Propriété physique

Le lait doit étre propre c'est-a-dire ne doit pas
contenir d'éléments figurés.

6. La qualité microbiologique

6.1. La flore originelle

La flore originelle des produits laitiers se définit comme ’ensemble des Micro-organismes

retrouvés dans le lait a la sortie du pis, les genres dominants sont essentiellement des

mésophiles (Vignola, 2002).

Ces microorganismes, plus ou moins abondants, sont en relation étroite avec 1’alimentation

(Guiraud, 2003) et n’ont aucun effet significatif sur la qualité du lait et sur sa production

(Varnam et Sutherland, 2001).
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Tableau7 : Flore indigéne du lait cru (Amiot et al., 2002)

Microorganismes Pourcentage %
Micrococcus sp. 30-90
Lactobacillus sp. 10-30
Streptococcus sp ou Lactococcus sp <10

Gram neégatif <10

6.2. La flore de contamination

Cette flore est I’ensemble des microorganismes contaminant le lait, de la récolte jusqu’a la
consommation. Elle peut se composer d’une flore d’altération, qui causera des défauts
sensoriels ou qui réduira la durée de conservation des produits, et d’une flore pathogéne

dangereuse du point de vue sanitaire (Vignola, 2002).

Les principales sources de contamination sont :

1. L’ambiance. Ainsi, ’atmosphere des étables est souvent chargée de germes provenant des
excréments, de la paille et des aliments. Ces germes sont véhiculés sous forme de poussiére

qui se dépose peu a peu (Frevel, 1985).

2. L’état de I’animal : Les saletés se trouvant dans le lait proviennent le plus souvent de la
chute, au moment de la traite, de particules d’excréments, de terre, de végétaux ou de litiére,

attachées a la peau de 1’animal et aussi des poils et des cellules épithéliales.

3. L’état d’hygiene du trayeur : La contamination du lait par ces bactéries est souvent due a
une mauvaise hygiene de la traite (contamination de la mamelle par I’environnement ou par
un matériel de traite mal entretenu) ou par contamination externe par I’intermédiaire

d’aliments ou eau souillées (Legry, 1988).
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4. Les ustensiles et les machines sont habituellement la source de contamination la plus
importante. Ce sont des milliards de germes qui peuvent exister sur les parois d’ustensiles
laitiers mal lavés et mal séchés. La machine a traire mal nettoyée est certainement une source

de contamination d’une importance considérable (Heuchel et al., 2001).

5. La qualité de I’eau : les eaux impures servant au ringage des récipients et des machines
peuvent étre la cause de contaminations trés génantes, surtout pour la créme et le beurre

(Dumoulin et peretz, 1993).

6.3. La flore d’altération

6.3.1 Les coliformes

Son origine est fécale et son développement est optimum a une température 37°C. Elle
témoigne souvent d’une mauvaise hygiéne de la traite et des autres manipulations du lait. Ces
bactéries sont genéralement lactiques et hétérofermentaires, elles peuvent provoquer un

gonflement précoce des produits laitiers (fromage).

14
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6.3.2 Les moisissures

Les levures sont des champignons microscopiques aérobies facultatifs. Elles ne sont

généralement pas affectées par les variations de PH (Billaudelle, 1974).

Les moisissures sont des champignons microscopiques fortement aérobies qui se multiplient
activement dans le lait et les produits laitiers car elles supportent aussi bien les pH acides que

le pH basiques.

Les moisissures peuvent avoir un réle utile en industrie agro-alimentaire (fromagerie,
fermentation) avec les genres Penicillium et Aspergillus. Cependant elles peuvent aussi
provoquer 1’apparition de métabolites toxiques (appelées mycotoxines).Ces mycotoxines ont
des propriétés hépatotoxiques et cancérigénes (Wiseman et Applebaum, 1983). Leur chef de

file est I’aflatoxine (type M1) secrétée par Aspergillus flavus qui résiste a la pasteurisation.
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6.4. La flore pathogéne

Elle regroupe les germes présentant un danger pour la santé humaine. Elle a pour origine

I’homme, 1’environnement, les infections générales et les infections de la mamelle.

Elle regroupe les germes suivants :

- Staphylococcus aureus ;

- Streptococcus spp ;

- Listeria monocytogenes ;

- Salmonella spp ;

- Escherichia coli ;

- Clostridiuper fringens.
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1. Lieu et Objectif de I’étude

L’objectif de ce travail consiste a étudier la qualité physico-chimique et sanitaires du lait cru
de vache livré a la consommation au niveau de Mostaganem Les différentes analyses réalisées
ont été menées au niveau des laboratoires de microbiologie de I’université de Abdelhamid Ibn

Badis-Mostaganem.

2. Les analyses physico-chimiques

2.1. Détermination de la température

Juste apreés la traite, la température du lait est mesurée a I’aide d’un thermometre. Elle
est exprimée en degré Celsius (°C). La lecture de la température s’effectue directement sur la

graduation du thermomeétre.

2.2.  Détermination du pH
Le pH représente 1’acidité du lait a un moment donné. On le mesure habituellement a
I’aide d’un pH-métre (Vignola et al., 2002). La lecture des résultats se fait directement a

partir de I’affichage sur le cadran du pH metre.

2.3. Détermination de P’acidité titrable
L’acidité est déterminée par le dosage de I’acide lactique a I’aide de I’hydroxyde de
sodium & 0,11 mol/l.
La présence de phénolphtaléine, comme indicateur coloré, indique la limite de la
neutralisation par changement de couleur (rose pale). Cette acidité est exprimée en degré
Dornic (°D) ou : 1°D représente 0,1 g d’acide lactique dans un litre de lait (Ie mode opératoire

est donné en annexe 1) (Mathieu, 1998)
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Figure N°3 : Dosage de I’acide lactique

2.4. Détermination de la densité

La densité est mesurée a ’aide d’un thermo-lactodensimétre étalonné de maniére a
donner par simple lecture du trait correspondant au point d’effleurement de la densité de
I’échantillon de lait a analyser. Elle est ramenée a 20°C par la formule suivante :

Densité corrigée = densité lue + 0,2 (température du lait - 20°C) (Mathieu, 1998).
2.5. Détermination de la matiére grasse (norme AFNOR, 1980)

Le principe de cette méthode est basé sur la dissolution de la matiére grasse a doser
par I’acide sulfurique. Sous I’influence d’une force centrifuge et grace a 1’adjonction d’une
faible quantité d’alcool iso-amylique, la matiere grasse se sépare en couche claire dont les

graduations du butyromeétre révélent le taux.
3. les analyses microbiologiques
3.1. Préparation des dilutions décimales

A partir du prélevement de lait homogénéisé comme solution mere (SM), nous avons réalisé

une série de dilutions.
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Dilution au 1/10 ou 10! : & partir de la SM, prélever 1ml et déposer dans un tube a vis

contenant 9ml de I’eau distillé

Dilution au 1/100 ou 1072 : a partir de la dilution 107, prélever 1ml et déposer dans un tube a

vis contenant 9ml de ’eau distillé

Dilution au 1/1000 ou 1073, 1/10000 ou 10, 1/100000 ou 10°°.

iml 1 ml

(
C
C
C

SM :Ialt 10-1 10-2 10_3

(
C
C
C

3.2. La recherche de la flore totale mésophile

Le dénombrement de la flore aérobie mésophile totale (FAMT), par comptage des colonies se
fait par la méthode NF V 08-051, il est généralement réalisé en milieu solide PCA (gélose

pour dénombrement) (Guiraud, 1998).
Mode opératoire (LEBRES et al., 2002; LEBRES et al., 2007)

Les étapes de cette recherche se résument comme suit:

1-A partir des dilutions décimale allant de 10 & 10, porter aseptiqguement 1 ml dans
une boite de Pétri vide.

2- Compléter ensuite avec environ 15 ml de gélose PCA (Plat Count Agar) fondue puis

refroidie a 47°C. Le temps qui s’écoule entre le moment de la distribution de
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I’inoculum dans la boite et celui ou le milieu est coulé ne doit pas excéder 15 minutes;
3- Faire ensuite des mouvements circulaires et de va-et-vient en forme de «8»pour

permettre a I’inoculum de se mélanger a la gélose, sur une surface fraiche et

horizontale;
4- Laisser solidifier sur paillasse
Incubation

Les boites seront incubées couvercle en bas a 30°C pendant 72 £3 heures
% 9 ml d’eau peptonnée stérile dans chaque tube. e
' lml | ml | Loal
1ml | I l

l 1ml l
| | |
Solution
mere
100 10 10~
1

107 10

1ml l lmll 1ml l 1ml l 1ml l

T T T

! I | } } raj
— e e e e | Gl

Incubation a37° C pendant 3 jours

|

| Dénombrement des colonies |

Figure N°6 : Dénombrement de la flore totale aérobie mésophile sur PCA

3.3. Recherche et denombrement des coliformes totaux et fécaux

Les coliformes sont dénombrés :

Soit en milieu solide par la technique en boites sur gélose VRBL (gélose glucosée biliée au
vert brillant et au rouge de phénol).

A partir des dilutions décimales 10-1 a 105 voire 1, porter aseptiquement 1ml de chaque

dilution dans une boite de Pétri vide préparée a cet usage et numérotée.
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Cette opération doit étre effectuée en double pour chaque dilution car la premiere série de
boites sera incubée a 37°C et sera réservée a la recherche des coliformes totaux et a deuxiéme
série de boites sera incubée a 44°C et sera réservée a la recherche des coliformes fécaux.
Compléter ensuite avec environ 15ml de gelose VRBG fondue puis refroidie a 45+/- 1°C.
Faire ensuite des mouvements circulaires et de va-et-vient en forme de «8» pour bien
mélanger la gélose a I’inoculum. Laisser solidifier les boites sur paillasse (Jora,

1998).

Incubation

Les boites seront donc incubées couvercle en bas pendant 24, 48 et 72 heures a :

- 37°C pour la premiere série (recherche des coliformes totaux).

- 44°C pour la deuxiéme série (recherche des coliformes fécaux).

10-1 10 -= 107 107+ 107

— — — - — - — l
1 -
rémi 1 ! 1 1 -
— — Y — —— R — — s
[ | | | | =
T

Pour les Pour les coliformes

coliformes totaux Incubation fecaux
az7ecC a 44°C

24/48/72 h
| T

Dénombrement des colonies

Figure N°7 : Dénombrement des coliformes sur gélose VRBL

Lecture
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Les colonies des coliformes totaux et fécaux apparaissent en masse sous forme de petites

colonies de couleur rouge foncé et de 0,5 mm de diamétre.

3.4. La recherche de Staphylocoques aureus

Le dénombrement est effectué sur milieu Chapman par étalement en surface de 0,1ml de
chaque dilution. L’incubation se fait & 37°C pendant 24 & 48 h.

Les boites de Chapman ainsi ensemencées sont incubées a 37 °C pendant 24a 48 h. Repérer
les colonies suspectes a savoir les colonies de taille moyenne, lisse, brillantes, pigmentés en

jaune.
3.5. La recherche des levures et moisissures

A partir des dilutions décimales retenues (10-1,10-2,....... 10-7), transférer aseptiquement
0,1ml de chaque dilution aux boites de Pétri contenant le milieu OGA préalablement fondu

et solidifie. Etaler sur toute la surface du milieu a 1’aide d’un rateau stérile. L’incubation de
ces boites se fait a 20°C pendant 3-5 jours en surveillant quotidiennement les boites pour
éviter I’envahissement des moisissures sur le milieu.

Lecture

Les colonies des levures sont bouillantes, rondes et bondées, de couleurs différentes,

de formes convexes ou plates et souvent opaques. Les colonies de moisissures sont épaisses,

filamenteuses, pigmentées ou non, a aspect velouté et sont plus grandes.
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101 10 -2 107

@4 gouttes @ 4 gouttes @
= = &

20°C, 5 jours Etalement des gouttes

Dénombrement des levures et moisissures

Figure N°8 : Dénombrement des levures et moisissures

3.6. La recherche des streptocoques fécaux

La recherche des streptocoques fécaux ou streptocoques du groupe « D », se fait en
milieu liquide par la technique du nombre le plus probable (NPP).Cette technique fait appel a

deux tests consécutivement a savoir :
Test de présomption

Préparer dans un portoir une série de tubes contenant le milieu sélectif de Rothe S/C a raison

de deux tubes par dilution.

A partir des dilutions 10-1,10-2 et 10-3, porter aseptiqguement 1ml dans chacun des trois tubes
correspondant a une dilution donnée comme 1’indique la (figure 7). Bien mélanger 1’inoculum

dans le milieu.

Incubation
Elle se fait a 37°C pendant 24 a 48 heures.

Lecture
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Sont considéres comme positifs les tubes présentant un trouble microbien.

Remarque

Aucun dénombrement ne se fait a ce stade, les tubes positifs feront I’objet d’un repiquage.

Test de confirmation

Chaque tube de Rothe trouvé positif lors du test de présomption fera 1’objet d’un repiquage

a I’aide d’une anse bouclée dans un tube contenant le milieu Eva Litsky. Bien mélanger

I’inoculum dans le milieu.

Incubation
Elle se fait a 37°C, pendant 24 h.

Lecture

Sont considérés comme positifs, les tubes présentant a la fois un trouble et une pastille
blanchatre ou violette au fond du tube. La lecture finale du nombre de streptocoques fécaux
s’effectue par le NPP selon la table de Mac Grady, en tenant compte des tubes Eva Litsky

positifs.

a- test de présomption

1;’10 1/100 1},.1“““
Rothe S/C = g E E g g E
=== Trouble % Réaction Négative

37°C/24 a48h
b-test de confirmation

U

Réaction Positive

(L1717

0

(

<Z==Eva Lytski

L

i 37°C/24h
Trouble+Pastille E

Réaction Positive Réaction Négative
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Figure N°9 : Recherche et dénombrement des streptocoques fécaux

3.7. Recherche et dénombrement de Clostridium sulfito réducteurs
Mode opératoire
Préparation du milieu

Au moment de 1’emploi, faire fondre un flacon de gélose viande foie (VF), le refroidir
dans un bain d’eau a 45 °C puis ajouter une ampoule d’Alun de fer et une ampoule de sulfate
de sodium. Mélanger soigneusement et aseptiquement. Le milieu est ainsi prét a I’emploi,

mais il faut le maintenir dans une étuve a 45 °C jusqu’au moment de 1’utilisation.

-A partir des dilutions décimales 102, 10 porter aseptiquement 1ml dans un tube

stérile.

-1l est important de signaler que les tubes contenant les dilutions seront
soumis d’abord a un chauffage a 80°C pendant 8 a 10 minutes, puis a un
refroidissement immeédiat sous I’eau de robinet, dans le but d’éliminer les

formes végétatives et de garder uniqguement les formes sporulées.

-Ajouter environ 15ml de gélose VF prét a ’emploi, dans chaque tube

laisser se solidifier sur paillasse.
Incubation

Ces tubes seront ainsi incubés a 46°C pendant 16h, 24h ou au plus tard
48h.

Lecture
La présence de Clostridiums sulfito-réducteurs est relevée sous forme de colonies en halo

noir.
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Solution mére 101

M _
"

Chauffer a 80°c¢/10min puis un refroidissement immediat (Forme sporulée).

1 ml 1 ml 1 ml Milieu VF  + a]uin de fer
+ sulfite de sodium

1 ml

Compléter a 15 ml avec le milien VF

!

Incubation a 37°C/16,24 et 48 h

&

Tube positif

Colonies noires en masse ———— présence des spores

Figure N°10 : Recherche de Clostridiums sulfito-réducteurs

3.8- recherche des salmonelles

La recherche de Salmonella a été réalisé en deux étapes : Enrichissement puis 1’isolement
(Petransxiene et Lapied, 1981).

Mode opératoire
-Pré-enrichissement
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Introduire 25 ml de lait dans 225 ml d’eau peptonée tamponnée préalablement

Stérilisée . La préparation est homogéneisée puis incubée a 37°C pendant 48 heures.

Enrichissement

Introduire 10 ml du liquide pré-enrichi dans 90 ml de bouillon sélénite(SFB). Incuber 24

heures a 37°C.

Isolement

A partir des cultures obtenues, ensemencement (0,1ml) du milieu sélectif solide Hektoen.
Incubation du milieu gélose Hektoen a 42°C pendant 24 heures

Lecture

Les Salmonelles se présentent sous forme des colonies bleues vertes au centre noir sur

gélose Hektoen
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SM

= "> 1o~
Aml
25g poudre
Préenrichissement
b5 mil EP S —— 9ml EPS

U

Incubation 37 “C % 1 “C pendant 18 h £ 2 h.

41 ml

Enrichissement

10 ml Bouillon
SFB

Incubation 37°C/24 h

0.1 ml

Incubation 42°C/J/24 h

Figure N°11 : Recherche et dénombrement des salmonelles
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Résultats et discussions

1. Reésultat des analyses physico-chimiques
Les résultats des analyses physico-chimiques effectuées sur les échantillons du lait

sont donnés en moyennes plus écart type. Les résultats du suivi journalier sont portés dans
des tableaux présentés dans 1’annexe.
Les valeurs des paramétres physico-chimiques du lait cru sont représentées dans

le tableau 8 suivant.

Tableau 8: Résultats des analyses physico-chimiques du lait de vache

Plage de mesure Précision
Matiere grasse 0.01a45 % +0.06 %
Densité 1000 a 1160 kg/m3 + 0.3 kg/m3
Température de lait 05a40C° +1%
PH 0al4 +0.05
Acidité (°D) Max 18 16,4+0,65
1.1. pH

La valeur moyenne du pH de lait cru analysé est de + 0.05 (tableau ) se situent dans
I’intervalle (6,6-6,8) (FAO, 2006), de ce fait, le pH du lait est conforme aux normes
ainsi que les résultats obtenus sont satisfaisants. Selon Alais (1984), le pH n’est pas une
valeur constante et peut varier selon le cycle de lactation et sous I’influence de 1’alimentation.
Dans le cas ou le pH est inférieur a la norme cela indique une acidification du lait, qui peut
étre dde a un stockage inadéquat (Diao, 2000).

Selon Luquet (1985) et Thapon (2005), un lait normal a un PH légérement acide. Ceci est
di aux caséines ainsi qu’aux groupements phosphates et citrates présents naturellement dans
le lait cru.

1.2. Aciditeé

L’acidité des échantillons de lait cru est globalement acceptable avec une moyenne de
16.4+ 0.65°D (tableau VI), I’écart type 0.65 °D montre une faible variabilité des résultats ,ces
acidités titrables sont conforment a la norme d’entreprise et la norme AFNOR, (1985), de
I’acidité du lait frais fixée entre 16-18°D. Cette acidité retrouvée peut étre naturelle ou
développée. En effet, selon Aboutayeb, (2009) a signalé qu’un lait frais peut avoir comme
acidité entre 15 et 18°D, alors que la FAO (2010) a rapporté que I’acidité du lait est en
moyenne 16 (15- 17 °D).

D’aprés Mathieu, (1998), les variations de 1’acidité titrable sont liées au climat, au stade de
lactation, a la disponibilité alimentaire, a 1’apport hydrique, a I’état de santé des vaches et aux
conditions hygiéniques lors de la traite. Selon ces mémes auteurs, I’acidité dépend aussi de la
flore microbienne totale et de son activité métabolique, ainsi que de la manutention du lait.
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1.3. Densité

La densité moyenne des laits mesurée est de +0,03 kg/m3, les fluctuations autour de la
moyenne sont tres faibles avec un écart type de (0,03).

Selon les résultats obtenus, les valeurs exprimées sont inférieures aux normes FIL-AFNOR,
elle doit étre normalement comprise entre 1,028 et 1,034 & 20°C. En dehors de tout mouillage
du lait, la densité d’un lait varie selon sa richesse en matiere seche, et est inversement
proportionnelle au taux de matiére grasse. Ainsi I’écrémage du lait conduit a une élévation de
sa densité (Luquet, 1985).

1.4. Matiére grasse

La teneur moyenne en matiére grasse est de £ 0.06 (tableau ), les variations liées a ce
taux sont relativement faibles. La moyenne du taux de matiere grasse répond a la norme de
I’entreprise. D’apres Lederer, (1983), la diminution de la quantité de matiere grasse peut étre
due a I’alimentation, a la race des bovins et a 1’age des vaches. Un lait ayant un taux de 35¢/I
de matiére grasse est de bonne qualité et la limite minimale tolérée est de 27g/l. Néanmoins,
tous les laits étudiés sont de bonne qualité en ce qui concerne le taux de matiere grasse.

Cette richesse en matiére grasse peut étre due a la race bovine exploitée, et a des
conditions d’élevage telles que le stade de lactation, I’alimentation (stratégie d’alimentation
beaucoup plus basée sur les concentreés), la traite (Luquet, 1985).

1.5. Température

La teneur moyenne en température est + 1, cette résultat est important et tres variable par ce
que la température doit étre basse afin d’éviter la multiplication des germes et d’inhiber
I’activité microbienne.

D’apres Hermier et al (1992), un lait qui ne soit pas bien refroidi dans une ferme réchauffe,
alors le lait de citerne de transport dont la température peut atteindre 8 a 10 C° et facilite le
développement des micros - organismes mésophiles.

2. Résultat des analyses microbiologiques

Les résultats des analyses microbiologiques effectuées sur le lait cru sont consignés dans le
tableau :
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Tableau 9 : dénombrement des bactéries d’altérations et pathogénes de lait de vache

(UFC/ml)

Microorganismes Valeurs (UFC/ml) Normes algéeriennes
FTAM 220.10° 10°
Coliformes totaux 01.103 103
Coliformes fécaux 181.103 103
Staphylocoques 32.103 Abs
Streptocoques 110.10° 103
Clostridium sulfito- | Abs 50
réducteurs
Levures et moisissures 166.10° 103
Salmonella sp Abs Abs

2.1. Flore mésophile aérobie totale

La flore mésophile aérobie nous renseigne toujours sur la qualité hygiénique du lait cru,
elle est considérée comme le facteur déterminant la durée de conservation du lait frais
(Guinot-Thomas et al, 1995). C’est la flore la plus recherchée dans les analyses
microbiologiques.

Les échantillons prélevés présentent une charge en microorganismes de la flore totale qui
varie de 220.10°UFC/ml. Ces résultats sont importants et trés variables.

En effet, selon JORA, (1998), ces seuils de contaminations en flore totale ne dépassent
pas la norme fixée a 10°UFC/ml. Ils sont  également inferieurs aux charges
maximales tolérées par les réglementations francaises qui sont de 5.10° UFC/ml (Alais,
1984).

Des échantillons de lait seraient qualifiés de mauvaise qualité si on se référait aux
normes algériennes qui fixent le seuil de contamination a 10°UFC/ml et malgré une
température relativement basse (Amhouri et al., 1998).
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Figure 13 : Résultat de la présence des germes des flores mésophile aérobie totale

2.2. Coliformes totaux

Les laits analysés présentent une charge en coliformes totaux de 91.10°UFC/ml. Nos
résultats sont inferieurs a ceux rapportés par Afif et al., (2008), avec 3,2.10°UFC/ml,
Ceci témoigne d’une forte variabilité des valeurs obtenues. Cette forte charge est observée
pour tous les échantillons.

D’aprés Magnusson et al., (2007), les litieres fortement souillées contiennent plus de
coliformes et la prévalence de mammites, dans ce cas, augmente, suggérant une
contamination des trayons et du lait plus importante. D’autres sources de contaminations sont
¢galement a considérer tels que les mauvaises conditions de transport et le manque d’hygiéne
pendant la traite.

Selon Larpent (1990), la présence des coliformes n’est pas obligatoirement une
indication directe de la contamination fécale. Certains coliformes sont, en effet, présents dans
les résidus humides rencontrés au niveau de 1’équipement laitier.

Le controle impératif de ces laits apres pasteurisation, s’impose vu la charge abondante
en ces germes, ils ne sont pas pathogénes, mais certains d’entre eux, notamment ceux
appartenant a 1’espéce E.coli, sont considérés comme responsables d’intoxications
alimentaires (Mourgues et al., 1977), d’une part et d’autre part, ils générent le défaut du
mille trous précocement dans le fromage a pate molle.

32



Chapitre Il Résultats et discussions

Figure 14 : Résultat de la présence des Coliformes totaux

2.3. Coliformes fécaux

La présence de coliformes fécaux signe le plus souvent une contamination exogéne
d’origine fécale. Le seuil maximal toléré en ces germes dans le lait cru selon la Iégislation
algérienne en vigueur est de 10* UFC/ml. Selon les résultats obtenus, ce seuil n’est pas
dépassé pour les échantillons analysés ; avec une moyenne de 181 10 UFC/ml.

La recherche de microorganismes indicateurs de la contamination d’origine fécale permet
de juger I’état hygiénique d’un produit. Méme a des niveaux faibles, ils témoigneraient de
conditions hygiéniques dégradées lors de la traite ou au cours du transport (Labioui et al.,
2009).

Ils sont cependant plus nombreux dans les laits de mélange. Leur abondance dans le lait
cru reflete une inexistence des dispositions sanitaires requises au cours de la traite et de la
récolte du lait, une contamination au cours du transport ou d'un stockage défectueux.
Les principaux vecteurs sont la peau des trayons, souillée par les feces et le matériel de traite
mal congu et mal nettoyé (Richard, 1983).
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Figure 15 : Résultat de la présence des Coliformes fécaux

2.4. Staphylocoques

La présence de Staphylocoques dans nos échantillons de lait cru analysées indiques la
non-conformité aux normes, et la possibilit¢ d’attendre par la suite des intoxications
alimentaire liées particulierement a ces entérotoxines.

Afin de limiter le nombre de Staphylocoques présents dans le lait il faut la mise en
place d’un programme d’action contre les mammites bovines, le maintien de lait a
température de réfrigération et le strict respect des régles d’hygiéne lors des manipulations a
la ferme.

Selon Dodd et Booth, (2000), le Staphylococcus aureus est considéré comme une bactérie
pathogéne majeure, causant des infections mammaires, ces dernieres s’accompagnent d’une
augmentation de la perméabilité entre le compartiment sanguin et le lait qui a pour
conséquence des modifications de la composition du lait (Rainard et Poutrel, 1993).

Par ailleurs, Srairi et Hamama (2006), ont démontré que les pratiques de tétée
préalables a la traite, auraient pour incidence une chute de la contamination par es
staphylocoques dans le lait, car les premiers jets de lait sont les plus fortement contaminés en
microorganismes présumeés pathogenes, surtout en cas de mammites.

Concernant 1’antibiorésistance, le Staphylococcus aureus est considérée parmi les
bactéries Gram positif qui offre le plus de résistance a I’antibiothérapie, 60% de souches sont
productrices de B-lactamase (Perrin-Coullioud et al., 1991). Au niveau de la mamelle,
Staphylococcus aureus est le second pathogene le plus isolé, derriére Streptococcus uberis.
Certaines  souches, caractérisées coagulase  positives, induisent des mammites
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généralement  subcliniques, tandis que les coagulases négatives entrainent des taux
cellulaires elevés dans le lait, dépréciant sa qualité (Chatellet, 2007).

Figure 16: Résultat de la présence des Staphylocoques

2.5. Streptocoques

La norme algérienne pour les streptocoques fécaux est I’absence du germe dans 0,1 ml de
lait cru, les échantillons présentent une charge supérieure a la norme. Selon Waes,
(1973), ils sont des indicateurs de contaminations fécales, et de manipulations non
hygiéniques.

Selon Waes, (1973), la thermorésistance des streptocoques D plaide en faveur du contréle
spécifique de leur nombre dans le lait cru. Ils peuvent survivre a la pasteurisation,
mais non a la stérilisation. Selon Veisseyre (1975), les streptocoques fécaux résistent a une
température de 88°C pendant 10 minutes. White, (1953) cité par Waes (1973) a pu identifier
S. bovis dans du lait pasteurisé.

Selon Mossel (1967) cité par Waes (1973), leur présence en nombre relativement
élevé, témoigne d’une prolifération bactérienne indésirable dans le lait et fait présumer une
qualité douteuse.

2.6. Clostridium sulfito-réducteurs

Les résultats d’analyses de ce genre de micro-organisme dans tous les cing échantillons
de lait cru analyses selon (JORA N°35, 1998), est I’absence totale. Ce qui montre que la
nourriture  des vaches est dépourvue d’ensilage ou des balles rondes enrubannées mal
conservées et elles sont éte en bon état sanitaires.

L’absence des Clostridium sulfito-réducteurs dans les laits crus de vache testés a une
qualité  microbiologique bonne et sont acceptables du point de vue hygiénique qui est di a
une .bonne san té des vaches des étables et une bonne hygiéne de la traite (Benzakour et al.,
2009).
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Leur présence peut traduire un manque d’hygiéne, car ces bactéries sont trés répandues dans

la nature (le sol, alimentation de bétail, I’environnement des étables et I’eau contaminée)
(Gledel, 1987).

Figure 17: Une photo montrant I'absence de Clostridium sulfito-réducteurs
2.7. Levures et moisissures

Leur présence est assez importante dans 1’ensemble des cing échantillons. Il
est difficile d’entrer une conclusion pratique particulier, car ce sont des éléments
permanents de 1’environnement. Ils traduisent eux aussi le fait qu’a la cour de
manipulation, le lait est trés exposé a I’air ambiante.

Figurel8 : Résultat de la présence des Levures et moisissures

2.8. Salmonella sp
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L’analyse microbiologique de ce groupe microbien pathogéne n’a pas montré de
contamination, alors, Aucun résultat positif de présence de Salmonella sp, ce qui est

conforme a la réglementation algérienne. En général, I’isolement des salmonelles dans le
lait cru est difficile & mettre en évidence (Afif et al, 2008).
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Conclusion

Le contrble de la qualité microbiologique de nos aliments reste indispensable car il permet
d’éviter la commercialisation et la consommation de produits dangereux ou non conformes.
Ceci ce fait par des analyses reglementées et régit par normes (nationales ou internationales)
qui souvent imposent que 1’aliment soit exempte de tous germe pathogéne ou de toxine
microbienne et que la flore totale soit peu abondante.

La qualité sanitaire du produit fini se base sur la numération des germes totaux (FTAM et
coliformes totaux) , les germes indicateurs d’une contamination fécale qui sont les coliformes
fécaux (souvent associés aux pathogeénes tels que : Salmonella et Shigella), Streptocoques
fécaux ( ou Entérocoques), les germes indologénes, les germes indicateurs d’une
contamination tellurique (sol) comme les anaérobies sulfito-réducteurs ainsi que la recherche
des germes ubiquitaires et d’origine humaine ou animales comme Staphylococcus aureus (qui
aussi toxinogene).

A travers ce travail pratique, nous allons rechercher ces différentes flores sur deux denrées
alimentaires ayant subi une pasteurisation et comparer les résultats obtenus aux normes afin
de juger de leur conformité.
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Annexe 01 : préparation de I’eau peptonnée tamponnée (EPT)

Ph= 7.2

Peptone 209
Chlorure de sodium 5¢
Phosphate disodique 99
Phosphate monopotassique 1.5¢
Eau distillée 1000 ml
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