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Résumé

Cette étude explore I’impact de différentes températures de conservation (4°C, 20°C,
37°C et 50°C) sur la qualité physico-chimique, microbiologique et nutritionnelle du lait cru et
pasteurisé de brebis et de chevre. Les paraméetres analysés incluent I’acidité titrable, la densité,
la concentration en glucose (par indice de réfraction) et la charge microbienne totale, dans une

optique d’adéquation nutritionnelle pour les diabétiques de type 2.

Les resultats révelent une dégradation rapide de la qualité du lait & 37°C et 50°C, marquée par
une acidification, une baisse de densité, une prolifération bactérienne, et une variation de la
teneur en glucose. A I'inverse, une conservation a 4°C assure une meilleure stabilité des
caracteristiques du lait. L’étude recommande un refroidissement immédiat apres la traite pour

préserver les qualités du lait, notamment pour les personnes atteintes de diabete.

Mots clés :

Acidité, charge microbienne, diabete, glucose, température de conservation



Abstract

This study investigates the effect of various storage temperatures (4°C, 20°C, 37°C, and
50°C) on the physicochemical, microbiological, and nutritional quality of raw and pasteurized
sheep and goat milk. Key parameters include titratable acidity, density, glucose concentration
(via refractive index), and total microbial load, to assess the milk’s suitability for type 2 diabetic

individuals.

Results show that higher temperatures (especially 37°C and 50°C) accelerate milk degradation,
with increased acidity, reduced density, bacterial growth, and glucose variations. Conversely,
storage at 4°C ensures better stability. Immediate cooling after milking is recommended to

maintain milk quality, particularly for vulnerable populations.

Key words.

Acidity, Microbial load, Diabetes, Glucose, Storage temperature
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Introduction

Introduction

Le contréle de la qualité est un élément fondamental, en particulier pour les produits
alimentaires largement consommés comme le lait. Cet aliment complet contient I’ensemble de
nutriments essentiels a 1’alimentation et joue un réle crucial dans la croissance des nourrissons
au cours des premiers mois de leur vie. Il est également précieux pour les adultes et les
personnes agées en raison de sa digestibilité et de sa richesse nutritionnelle. Toutefois, le non-
respect des normes d’hygiéne peut altérer ses propriétés organoleptiques et microbiologiques,
entrainant des contaminations par des micro-organismes susceptibles de provoquer des

intoxications ou des toxi-infections alimentaires. (Larpent, 2021)

Le lait est une sécrétion produite par les glandes mammaires des mammiferes, dont la fonction
premiére est d’alimenter les nouveau-nés. Cependant, il peut étre transformé en divers produits
laitiers apres avoir subi des procédes de fabrication spécifiques. La compréhension approfondie
de sa composition chimique et de ses propriétés physiques est indispensable pour maitriser les

transformations qu’il subit au cours de ces processus (Croguennec et al., 2008)

Les produits laitiers fermentés présentent une particularité métabolique : bien que leur index
glycémique (IG) soit relativement bas (15 a 30), leur index insulinique (11) est élevé (90 a 98),
similaire a celui du pain blanc. Autrement dit, ils stimulent fortement la sécrétion d’insuline, ce
qui peut paraitre contradictoire pour des aliments a faible I1G. Cette stimulation pourrait étre
bénéfique pour les diabétiques de type 2 en favorisant la production d’insuline, bien qu’aucune
preuve ne demontre qu’elle accélére 1’épuisement des cellules béta du pancréas. Contrairement
a d’autres acides organiques qui réduisent généralement I’IG des aliments, I’acide lactique des
produits laitiers fermentés ne semble pas avoir cet effet. Certaines études suggérent que leur
consommation au petit-déjeuner pourrait diminuer la glycémie postprandiale et 1’insulinémie,

mais leur impact a long terme sur la résistance a I’insuline demeure incertain (Awwad et al.,

2022)

L’acidité du lait provient de plusieurs composants naturels, notamment la caséine, les groupes
phosphate, le dioxyde de carbone et divers acides organiques. Elle est également influencée par
I’acide lactique, produit au cours de la fermentation. L’acidité titrable est généralement
exprimée en grammes d’acide lactique par litre ou en degrés Dornic (°D), ou un degré Dornic
correspond a 0,1 g d’acide lactique par litre de lait. Idéalement, I’acidité du lait doit se situer
entre 14 et 18 °D, tandis que le lait frais présente une acidité proche de 18 °D (Belamri &
Zidoune, 2017)
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Introduction

Le lait, bien qu’étant un aliment riche en glucides, protéines, lipides, vitamines et minéraux,
peut représenter un danger pour le consommateur s’il contient des agents pathogénes ou des
résidus de substances microbiennes. La qualité du lait est affectée par divers facteurs,
notamment les fraudes alimentaires, les contaminations pouvant se produire lors de la traite ou
apres celle-ci, ainsi que les infections mammaires. Le controle de ’hygiéne du lait pasteurisé
est tres essentiel, car beaucoup pensent, a tort, que ce lait est totalement exempt de micro-
organismes et peut étre consommé sans risque. Or, les controles officiels, qui se limitent souvent
a identifier les falsifications visibles a 1’ceil nu, doivent étre complétés par des analyses en
laboratoire. Ainsi, I’évaluation de la qualité du lait repose sur des tests bactériologiques et

physico-chimiques rigoureux. (Ahmedsham, 2018)

Conformément a la réglementation, le lait doit répondre a des normes strictes établies par des
arrétés interministériels (arrété interministériel n° 25 du 25 juin 2020, arrété interministériel n°
20 du 20 novembre 2017, arrété interministériel n° 23 du 23 février 2017).Par définition, il
s’agit exclusivement de la sécrétion mammaire obtenue par la traite d une ou plusieurs femelles
laitieres, réalisee de maniére naturelle, compléte et continue, sans ajout ni retrait d’éléments, et
non chauffée au-dela de 40 °C, sauf en cas de pasteurisation. Il doit provenir d’animaux bien
nourris, en bonne santé et traites dans des conditions d’hygiéne irréprochables, exemptes de
colostrum. En général, le terme « lait » désigne le lait de vache, sauf mention spécifique (lait
de chevre, de brebis, etc.). Le lait destiné a la consommation humaine ou a la transformation

doit provenir d’animaux sains et respecter les normes de sécurité sanitaire (Maiworé, 2018)

Le lait cru, bien qu’intéressant d’un point de vue nutritionnel, est un produit fragile nécessitant
une conservation rigoureuse a une température inférieure a 10 °C. Non traité thermiquement, il
conserve sa flore microbienne naturelle et doit étre consommé rapidement apres la traite.
Lorsqu’il est sain, il contient généralement moins de 1000 micro-organismes par centimetre
cube, principalement des streptocoques lactiques (Lactococcus NCBI taxonomique ID : 1358),
des lactobacilles et parfois des microcoques, tous commensaux du pis de 1’animal (Larpent,

2021)

Sur le plan compositionnel, le lait est une source précieuse de protéines de haute valeur
biologique, notamment riches en lysine, essentielle a la croissance. Ses lipides contiennent une
proportion importante d’acides gras a chaine courte par rapport aux autres sources alimentaires.
Il renferme également du cholestérol et des vitamines liposolubles comme la vitamine A, ainsi

que des quantités moindres de vitamines D et E (Boichard et al., 2014)
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Introduction

L’cau est le composant majoritaire du lait, représentant entre 81 et 87 % de son volume selon
la race de ’animal. Elle est présente sous deux formes : libre et liée aux éléments de la matiére
séche. Quant aux glucides, le lactose est le principal sucre du lait, représentant 97 a 99

% des glucides totaux. Ce disaccharide, composé de glucose et de galactose, est synthétisé dans
les cellules lactogénes et contribue a la pression osmotique du lait en interaction avec des

minéraux tels que le potassium, le sodium et le chlorure. (EI Hadj Laid, 2022)

Les protéines du lait, qu’elles soient en suspension sous forme de micelles ou dissoutes dans le
sérum, subissent des modifications selon les traitements appliqués. Par exemple, 1’acidification
du lait affecte principalement les caséines. Une légére diminution du pH peut déstabiliser leur
structure micellaire, entrainant une agglomération et une augmentation du diametre moyen des
micelles. A un pH de 5,5, les charges négatives en surface sont neutralisées, provoquant
I’agrégation des micelles. Lorsque le pH atteint 4,65, les caséines perdent compleétement leur

structure et se dissolvent, formant un gel (Li & Zhao, 2019)

De méme, la chaleur modifie la structure des protéines du lait. Un chauffage a 60 °C entraine
des changements réversibles, alors qu’une température supérieure a 75 °C provoque la
dénaturation des protéines du sérum, notamment les lactaloumines, lactoglobulines et
immunoglobulines. A partir de 90 °C, la B-lactoglobuline se fixe aux caséines via des ponts
disulfures, augmentant ainsi la viscosité du lait. Toutefois, un chauffage excessif peut altérer
I’équilibre entre le calcium micellaire et soluble, entrainant une précipitation sous forme de

phosphate tricalcique (Guyomarc'h, 2006)

Ainsi, le lait est un produit complexe dont la qualité dépend de nombreux facteurs, allant

de sa composition chimique aux traitements qu’il subit. Une maitrise approfondie de ses

Caractéristiques est essentielle pour garantir sa sécurité et préserver ses qualités nutritionnelles

et technologiques (Belamri & Zidoune, 2017)

Sur la base de ces constats, et en raison de I’importance nutritionnelle du lait pour les personnes

diabétiques, cette étude repose sur I’hypothese suivante

La variation de la température de conservation entraine des modifications dans les propriétés
chimiques du lait, en particulier au niveau de la concentration en glucose assimilable, ce qui
pourrait influencer son index glycémique et son adéquation pour les patients atteints de diabéte

de type2.
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Introduction

A travers cette hypothése, notre objectif est d’identifier les conditions de conservation optimales
qui garantissent la sécurité nutritionnelle du lait et limitent son impact glycémique, afin de

formuler des recommandations adaptées a cette catégorie de consommateurs.
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Chapitre I Synthese bibliographique

1.1 Définition du lait

Le lait est un fluide biologique complexe et physiquement stable. Il contient des structures
supramoléculaires telles que les micelles de caséine et les globules gras, qui assurent le transport
de composés bioactifs. En plus de son r6le nutritionnel fondamental, sa structure moléculaire

influence fortement son impact sur 1’organisme (Léonil et al., 2013)

1.2 Composition chimique du lait

Le lait est composé en grande majorité d’eau (81 a 87 %). La matiére séche restante inclut
les éléments suivants (Carole & Vingola, 2002) :

% Glucides : principalement le lactose, représentant 97 a 99 % des sucres. Ce

disaccharide joue un rdle clé dans 1’équilibre osmotique du lait.

¢+ Protéines : a haute valeur biologique, elles se répartissent en :

%+ Micelles de caseine (fraction colloidale)

% Protéines solubles du lactosérum

¢ Lipides : présents sous forme de globules gras.

% Vitamines : hydrosolubles et liposolubles.

% Sels minéraux : notamment le calcium et le phosphore.

%+ Nanovésicules : appelées lactosomes, sécrétées par les cellules épithéliales

mammaires, jouant un réle dans la communication cellulaire (Planétoscope, 2012)

1.3 Propriétés microbiologiques du lait

Le lait est un substrat favorable a la croissance de nombreux micro-organismes, qu’ils soient
pathogenes ou altérants. Leur origine peut étre animale, environnementale ou humaine. Le
froid inhibe les bactéries pathogénes, mais favorise les bactéries psychotropes, dont les
enzymes sont souvent thermostables (Pseudomonas, Acinetobacter, Alcaligenes).

La pasteurisation détruit la majorité des bactéries pathogénes (Listeria, Salmonella, Brucella),
mais élimine aussi les flores utiles a la fermentation. 11 est donc nécessaire de réensemencer le
lait pasteurisé avec des micro-organismes sélectionnés en fonction du produit final :

lactobacilles, lactocoques, levures, moisissures, etc. (Walstra et al., 2006)
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1.4 Concentration en glucose et transformations biochimiques

Le lactose est le principal glucide du lait, composé de glucose et de galactose. Le glucose
libre y est naturellement présent a des niveaux tres faibles, mais sa concentration peut
augmenter en cas d’hydrolyse du lactose, notamment sous I’effet de la chaleur, de I’acidité ou
de I’action enzymatique (B-galactosidase). Cette libération est également favorisée par

’activité des bactéries lactiques (Li & Zhao, 2019)

1.5 Lait, glucose et diabéte : implications nutritionnelles

Bien que le lait présente un index glycemique (1G) modéré, son index insulinique (1) est
élevé — parfois comparable a celui du pain blanc (Awwad et al., 2022). Cette réponse
insulinique marquée pourrait influencer la gestion glycémique chez les personnes atteintes de
diabete de type 2. Par ailleurs, une mauvaise conservation du lait pourrait augmenter la
concentration en glucose, aggravant la charge glycémique. Comprendre ces variations est
essentiel pour recommander un lait adapte a cette population vulnérable (Schrezenmeir &
Jagla, 2000)

1.6 Production laitiére mondiale

e Caprins : la population caprine mondiale est estimée a 1 milliard, dont 200 millions
sont traites. Les rendements varient de 100 a 1800 litres par lactation, selon le systeme
d’¢élevage (FAO, 2021)

e Ovins : environ 150 millions de brebis sont présentes dans le monde, mais seules 22
millions sont laitieres. Les races locales produisent en moyenne 40 a 150 litres, contre
300 a 800 litres pour les races améliorées (FAOSTAT, 2020)

1.7 Facteurs influencant la production laitiere

1.7.1 Larace

Les races spécialisées (Saanen, Alpine, Lacaune, Manchega) affichent des rendements
nettement supérieurs aux races locales telles que la Kabyle ou 1’Ouled Djellal (Haenlein,
2004, Benaissa et al., 2019
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1.7.2 L’alimentation

En Algérie, I’alimentation repose souvent sur des paturages pauvres et des compléments

rudimentaires, ce qui limite fortement la performance laitiere (Chehma et al., 2010)

1.7.3 Le stade de lactation

Le pic de production survient généralement entre la 3¢ et la 6° semaine apres la mise-bas.
L'absence de suivi technique ne permet pas d’adapter la ration alimentaire (Papachristoforou
& Roushias, 1984)

1.7.4 L’état de santé

Les affections mammaires (mammites) et les maladies métaboliques impactent directement la

production laitiere. En zones rurales, I’accés aux soins vétérinaires est limité (Arsenos et al.,

2005)

1.7.5 La conduite d’élevage

En Algérie, la traite est souvent manuelle et irréguliere, avec peu de structures modernes, ce
qui impacte négativement les rendements (MADR, 2021)

Ce chapitre met en lumiére la complexité du lait en tant que matrice nutritionnelle, et souligne
I’importance des facteurs de conservation, notamment la température, dans la stabilité de ses
caractéristiques chimiques et microbiologiques. Ces connaissances sont cruciales pour évaluer
I’effet de la température sur la concentration en glucose et sur la pertinence du lait dans le
régime des diabétiques. Le chapitre suivant viendra étudier ces aspects de maniére

expérimentale.
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Chapitre II : Matériel Et Méthodes Etude Expérimentale

1 L’objectif de I’étude
Notre travail expérimental ayant pour objet la contribution a I’étude de I’influence de différentes
températures de conservation sur la qualité du lait, vise a analyser les variations de ses
caractéristiques microbiologiques, chimiques et nutritionnelles. Il a également pour but d’évaluer
I’impact de ces variations sur I’indice glycémique du lait, afin de proposer des recommandations

appropriées pour son stockage optimal. (M’Hamdi, 2018)

2 Matériels

2.1 Echantillons du lait

Les échantillons de lait cru étudiés proviennent de brebis de race Ouled Djellal, trés répandue dans
les hauts plateaux algériens et appréciée pour sa rusticité et sa capacité d’adaptation, ainsi que de
chévres de race locale kabyle, bien adaptées aux régions montagneuses et a I’alimentation
pastorale. Ces animaux sont élevés dans la région de Taouziant, relevant de la daira de Kais, wilaya
de Khenchela. Les troupeaux concernés sont soumis a une conduite traditionnelle améliorée,
intégrant une alimentation majoritairement naturelle, parfois complétée par des apports

biologiques locaux (luzerne, orge, foin de prairie).

Les laits analysés proviennent d’animaux en stade intermediaire de lactation, période caractérisée
par une composition relativement stable du lait. L’état sanitaire des animaux est jugé satisfaisant,

gréce a des contréles réguliers et un traitement préventif contre les infections mammaires.

Apreés la traite manuelle, le lait est immédiatement réfrigéré a 4°C afin de préserver ses qualités
physico-chimiques et microbiologiques avant d’étre acheminé vers les laboratoires d’analyse. Les
analyses ont été réalisées dans le laboratoire de recherche pédagogique de Hamma (Khenchela) et

au niveau du laboratoire de la direction du commerce de la méme wilaya.

En paralléle, afin d'établir une comparaison avec les laits crus, des échantillons de lait pasteurisé
conditionné en sachets plastiques, commercialisés localement, ont également été analyses. Ces
échantillons ont été soumis aux mémes conditions de traitement, de conservation et d'analyse que

les laits issus des brebis et des chévres.
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Figure 1 : brebis et chévres (original)

2.1.1 Méthode de collecte des échantillons

Les échantillons de lait cru ont été collectés manuellement dans des conditions aseptiques.
Les trayons ont été lavés a I’eau et au savon, puis désinfectés avec de I’alcool a 70 °C. Le lait
a été recueilli dans des flacons stériles de 500 ml, correctement étiquetés, puis transportés
dans une glaciére a 4 °C vers le laboratoire. Par ailleurs, des échantillons de lait stérilisé
(UHT) ainsi que du lait pasteurisé conditionné en sachets ont également été inclus pour des
analyses comparatives. Une fois arrivés au laboratoire, les échantillons ont été répartis en

quatre groupes (6 flacons par groupe) selon les conditions de stockage suivantes :
Groupe 1 : stockage a4 °C

Groupe 2 : stockage a 20 °C

Groupe 3 : stockage a 37 °C

Groupe 4 : stockage a50+ 2 °C

Figure 2 : Incubation du lait a différentes températures dans le réfrigérateur et les

étuves (original
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2.2 Matériels utilisés pour les analyses physico-chimiques

e Lesanalyses ont été réalisées a I’aide du Matériels suivant :
o 24 flacons stériles

o Réfrigérateur réglé a 4°C

e FEtuves/incubateurs réglés a 20°C, 37°C et 50°C

e PH-meétre

e Burette graduée

e Solution d’hydroxyde de sodium (NaOH) 0,1 N

e Eau distillée

e Agitateur magnétique

e Pipette de 10 mlet 1ml

e Colorants et réactifs spécifiques, notamment la phénolphtaléine
e Bécher de 50 ml

e Réfractométre numérique

e Glucose pur

e Micropipettes

e Tubes a essai ou petits béchers

e Alcool médical et lingettes nettoyantes

e Coupe de promesses de mouvement

e Pipette

e Thermométre

2.3 Matériels utilisés pour les analyses microbiennes

e 24 flacons stériles

o Reéfrigérateur réglé a 4 °C

« Etuves/incubateurs réglés a : 20 °C ,37 °C ,50 °C

e Boites de Pétri

e Gélose PCA (ou tout autre milieu de culture général)
e Pipettes stériles

e Solution saline physiologique stérile (0,9 % de chlorure de sodium)
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e Bec bunsen

3 Meéthodes d’analyse
3.1 D’analyse physico-chimique
3.1.1 Acidité (Degré Dornic)

3.1.1.1 Le principe

L’acidité peut étre titrée de facon précise a I’aide de la soude Doronic (N/9). Un échantillon
précis de 10 ml de lait est placé dans un bécher de 100 ml en présence de 0,1 ml de phénolphtaléine
a 1% dans I’alcool a 95%. La soude Doronic (N/9) est rajoutée (a la burette) jusqu’au virage au

rose. La coloration rose doit persister au moins 10 secondes. (Vazquez-Roman, 2013)
La réaction chimique de neutralisation mise en jeu est la suivante :

CH3-CHOH-COOH+NaOH—CH3-CHOH-COONa+H20

Figure 3 : Détermination de l'acidité titraille du lait (original)

3.1.1.1.1 Détermination de I'acidité Dornic

1. Réactifs utilisés :

e 10 ml de chaque type de lait étudié
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e 243 gouttes de phénolphtaléine a 1 %
e Solution de soude (NaOH, N/9)

2. Protocole expérimental :
1. Prélever précisément 10 ml de I’échantillon de lait a analyser a I’aide d’une pipette.
2. Verser I’échantillon dans un bécher propre, puis ajouter 30 a 40 ml d’eau distillée.
3. Ajouter 2 a 3 gouttes de phénolphtaléine a 1 %.

4. Titrer la solution avec la solution du NaOH N/9 jusqu’a I’apparition d’une coloration

rose pale persistante.
5. Noter le volume de NaOH utilise (V en ml).

3. Calcul de I'acidité titrable :

L’acidité titrable est exprimee en degrés Dornic (°D), selon la formule :

Acidité (°D) =10xV

Ou V correspond au volume (en ml) de NaOH N/9 utilisé lors du titrage.

Remarque : 1 °D correspond a 0,1 ml de NaOH N/9, ce qui signifie que 10 ml de NaOH N/9
=100 °D.

3.1.2 Ladensité

3.1.2.1 Le principe
La densité d’un liquide correspond au rapport entre la masse d un volume donné de ce liquide
et celle d’'un volume équivalent d’eau distillée a une température de référence, généralement
fixée a4 20 °C
Dans ce travail, la détermination de la densité du lait a été réalisée a 1’aide d’un pycnometre,

une méthode précise et adaptée aux mesures en laboratoire. (Hurtaud et al., 2001)
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Figure 4 : Mesure de densité par pycnomeétre (original)
3.1.2.1.1 Méthode pratique

3.1.2.1.1.1 Protocole expérimental
1. Peser le pycnometre propre et sec avant tout remplissage — masse M.

2. Remplir soigneusement le pycnomeétre avec du lait maintenu a différentes températures
(4°C, 20°C, 37°C et 50°C), sans formation de bulles d’air.

3. Peser a nouveau le pycnomeétre rempli — masse Ma.

3.1.2.1.1.1.1 Calcul des résultats :

La masse volumique (MV) du lait est déterminée selon la formule :
MV=M2-M1 /MV

Avec :

MV : masse volumique du lait (en g/cm?3 ou kg/m3)

M. : masse du pycnomeétre vide

M: : masse du pycnomeétre rempli de lait

V : volume du pycnometre (en cm?3 ou m3)

3.1.3 L’indice de réfraction

3.1.3.1 Principe
L’indice de réfraction est un nombre sans unité qui caractérise la capacit¢ d’un matériau
transparent a ralentir et a dévier la lumiére. 1l correspond au rapport entre la vitesse de la lumiére

dans le vide et celle dans le matériau. Plus la lumiére est ralentie, plus I’indice est élevé. Ce
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phénoméne explique, entre autres, la déviation des rayons lumineux dans les lentilles optiques
(Koohyar, 2013)

Figure 5 : Un réfractométre (original)
3.1.3.1.1 Mesure de I’indice de réfraction de dilutions de glucose

3.1.3.1.1.1 Préparation des solutions

A. Solution mere (concentrée) : Dissoudre 1 g de glucose dans 10 ml d'eau distillée,
ce qui donne une concentration de 10 % (p/v).

B. Divisez-en 5 échantillons : Diviser la solution mére en cing échantillons successifs
afin de réaliser des dilutions en série. La procédure est décrite dans le tableau

suivant :

Tableau 1 : Préparation des dilutions en série a partir de la solution mere de glucose

Echantillon 01 2 ml de solution mére (non Solution concentrée
diluée)
Echantillon 02 2 ml d’échantillon 1 + 2 mi Dilution1: 4
d’eau distillée Dilution1: 4
Echantillon 03 2 ml d’échantillon 2 + 2 ml Dilution 1 : 4

d’eau distillée
Echantillon 04 2 ml d’échantillon 3 + 2 ml Dilution1: 8
d’eau distillée
Echantillon 05 2 ml d’échantillon 4 + 2 ml Dilution 1 :16
d’eau distillée
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C. Etapes de mesure :

a. Calibrer I'appareil :
Allumez l'appareil.
Déposez une goutte d’eau distillée sur la surface de mesure.
Appuyez sur le bouton « Zéro » pour calibrer I'appareil a n = 1,3330.
Essuyez soigneusement la surface aprées I'étalonnage.
b. Mesure:
Placez 2 a 3 gouttes de chaque échantillon sur la surface en verre de I’instrument.
Attendez que la lecture se stabilise.
Enregistrez I'indice de réfraction (nD).
Nettoyez I'appareil avant chaque nouvel échantillon.

3.1.3.1.1.1.1 Mesure de Pindice de réfraction d’un échantillon de lait

3.1.3.1.1.1.1.1 Procédure expéerimentale
1. Mise en marche de I'appareil :

Allumez le réfractométre numérique et attendez qu’il soit prét a effectuer les mesures.

2. Etalonnage de I'appareil (Zéro) :

Déposez une goutte d’eau distillée sur la surface en verre de ’appareil.

Appuyez sur le bouton « Zéro » ou « Cal » pour étalonner 1’appareil a n = 1,3330 (valeur de
’eau distillée a 20°C).

Essuyez soigneusement 1’eau avec un mouchoir doux.

3. Préparation de I’échantillon :
Agitez bien le lait pour homogénéiser la distribution de la matiere grasse.
Si I’échantillon est réfrigéré, laissez-le revenir a tempeérature ambiante (20°C) avant la

mesure.

4. Mesure de I’échantillon :
Déposez deux a trois gouttes de lait sur la surface de mesure & I’aide d’une pipette propre.
Attendez quelques secondes jusqu’a la stabilisation de la lecture.

Lisez la valeur affichée a I’écran et notez I’indice de réfraction (nD).

5.Nettoyage de I’appareil :

Essuyez soigneusement la surface de mesure avec de 1’alcool et un mouchoir doux aprés
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chaque mesure.
Assurez-vous qu’aucun résidu de lait ne subsiste, car cela pourrait affecter les mesures

suivantes.

Figure 6 : Mesure de I’indice de réfraction de laits a différentes températures (original)

3.1.3.1.1.1.2 Relation indice de réfraction — concentration en glucose
L’indice de réfraction de 1’eau par rapport a I’air est de 1,333 a 20 °C. Lorsqu’un sucre simple (ose)
ou complexe (oside) est dissous dans 1’eau, I’indice de réfraction de la solution augmente
proportionnellement a la concentration du soluté. Ainsi, plus la quantité de sucre dissous est

importante, plus I’indice de réfraction de la solution est élevé.

D’un point de vue physique, pour des solutions peu concentrées contenant un seul soluté, on peut
considérer que I’indice de réfraction varie de manéire linéaire avec la concentration du soluté (Lalu

Didik et al., 2021) selon la relation suivante :
n=n0+kC
Ou:

e 10 est I’indice de réfraction du solvant pur (par exemple I’eau), et

e Kest une constante dépendant de la température et de la nature du soluté.
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3.2 Les analyses microbiologiques

L’analyse microbiologique du lait cru, du lait pasteurisé et du lait en sachet consiste a
rechercher et/ou dénombrer certains micro-organismes susceptibles d’étre présents dans ces
produits. (N'Guessan et al., 2015)

Les analyses portent notamment sur les micro-organismes suivants :
e Germes aérobies mésophiles
« Coliformes totaux et fécaux
« Staphylocoques a coagulase positive
e Salmonelles
o Listeria monocytogenes
o Autres pathogenes d’intérét sanitaire

3.2.1 Préparation du milieu de culture PCA (Plate Count Agar)

Nous avons utilisé un PCA prét a I'emploi, conformément aux indications figurant sur 1’étiquette

(généralement 23,5 g/L).

1. Mesure du volume d’eau distillée requis (500 ml ou 1 L selon les besoins).

2. Versement de ce volume dans un erlenmeyer, puis ajout complet de la poudre de gélose.

w

Chauffage du mélange avec agitation, jusqu’a dissolution complete sans ébullition
excessive.

Vérification du pH, qui devait étre aux alentours de 7,0.

Stérilisation de la solution a I’autoclave a 121 °C pendant 15 minutes.

Refroidissement du milieu a environ 45-50 °C apres stérilisation.

N o o &

Versement de la gélose dans des boites de Pétri stériles, en respectant strictement les

conditions d’asepsie. (Jarzuel et al., 2024)
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Figure 7 : Préparation du milieu PCA (original)

3.2.2 Méthode pratique des analyses microbiologiques

1. Prélévement initial
Prélever des échantillons de lait cru et pasteurisé

2. Conservation des échantillons

o Diviser le lait en plusieurs lots.

e Conserver chaque lot a une température différente : 4 °C, 25 °C, 37 °C, 50 °C.
3.Suivi temporel

Des prélévements d’échantillons sont réalisés a différents moments (12 h, 24 h, 48 h et 72 h) sur

chaque lot de lait conservé a diverses températures, afin d’observer I’évolution de la flore

bactérienne au cours du temps.
4. Préparation des dilutions

A partir des échantillons de lait cru et pasteurisé homogénéisés, prélevés aprés conservation a
différentes tempeératures, une série de dilutions decimales a été réalisée dans de I’eau
physiologique stérile (0,9 % NaCl), allant de 10! a 10°°. Pour chaque dilution :

e 1 mlde lasolution mere est transféré dans un tube contenant 9 ml d’eau physiologique

stérile pour obtenir la dilution 10~".
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o Ensuite, 1 ml de cette dilution est transféré dans un autre tube contenant 9 ml de

solution saline pour obtenir la dilution 1072, et ainsi de suite jusqu’a la dilution 10°¢.

Figure 8 : Les étapes de préparation des dilutions (original)

5. Ensemencement :
Les dilutions sont ensemencées en double sur gélose PCA, soit en surface, soit en profondeur.

5.1. Principe de Ensemencement :

La méthode utilisée est la numération en milieu solide dans des boites de Pétri, avec
ensemencement en masse sur gélose PCA (Plate Count Agar), selon la méthode décrite par
Guiraud (1998)

5.2. Mode opératoire :
e 1 mlde chaque dilution est transféré dans une boite de Pétri stérile.
e Ony ajoute la gélose PCA fondue et refroidie (environ 45 °C).
e Le mélange est homogénéisé par des mouvements circulaires doux.

o Apreés solidification, les boites sont retournées et incubées a 30 °C pendant 72 heures.
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Figure 9 : Ensemencement de la flore totale aérobie mésophile (original)

4. Incubation

Les boites sont incubées a 30 °C pendant 72 heures.

Figure 10 : Incubation des boites de pétri (original)

5. Dénombrement

Apres incubation, les colonies bactériennes visibles sur les boites de Pétri sont comptées a I’aide
d’un appareil spécialisé. Seules les plaques contenantes entre 30 et 300 colonies sont considérees
comme exploitables pour un dénombrement fiable. Les plaques avec un nombre de colonies en
dehors de cette plage sont qualifiées d’indénombrables. Les résultats sont ensuite exprimés en
unités formant colonie par millilitre (UFC/ml), permettant d’évaluer la concentration de la flore

microbienne dans les échantillons. (Baron et al., 2006)
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Figure 1 : Dénombrement de la flore totale aérobie mésophile (original)

3.3 Analyse statistique

Pour examiner 1’impact des différentes conditions expérimentales (telles que les températures de
conservation, la durée de stockage et le type d’échantillon) sur les propriétés physico-chimiques
et microbiologiques du lait, une analyse de variance (ANOV A) a été€ mise en ceuvre.

L'ANOVA est un outil d'analyse qui permet de comparer simultanément les moyennes de
différents groupes. Il aide a déterminer si des facteurs spécifiques (comme la température et le
temps, qui sont des facteurs fixes) ont un impact significatif sur des variables dépendantes telle