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Résumé

L’objectif principal de ce mémoire consiste a ¢tudier I’impact et ’influence de la
température sur le lait cru de vache collecté a la Région Asoul Daira Bouhamama, Willaya de
Khenchela. Deux températures ont été choisies, a savoir la température ambiante +25°C et
température de réfrigération +4°. L’influence de la température a été mené vis-a-vis aux
parametres physico chimique (pH, acidité, densité et teneur en matiére seche) et
microbiologique (la ftam, les coliformes totaux et fécaux, staphylococcies aureus, Les

leveurss).

Il ressort de cette étude que le lait cru de vache stocké a une température ambiante

+25°Cet/ou +4°C n'a pas réellement d’impact sur ses propriétés physico-chimiques.

Concernantles parameétres microbiologiques, on observe une petite variation dans la
charge de staphylococcus aureus et les levures et moisissure. Cette variation est significative
pour les coliformes totaux et fécaux pour les deux températures. En effet, on observe une
absence totale des coliformes totaux et fécaux dans le lait réfrigéré a +4° C. En outre, Une
stabilité du taux de la flore aérobie totale a été observée dans les deux laits a +4° C et a 25°

C.

Mots clés : Lait, caractéristiques physico-chimiques, Caractéristiques microbiologiques,

Stabilité ; qualité du lait.

Résumé en Francais



Abstract

The main objective of this research is to study the impact and influence of temperature
on raw cow's milk collected in Asoul district Bouhamama municipality , Khenchela Wilaya.
Two temperatures were chosen, namely room temperature +25°C and refrigeration

temperature +4°.

The influence of temperature was carried out with respect to physicochemical
parameters (pH, acidity, density and dry matter content) and microbiological (FTAM, total

and faecal coliforms, staphylococci aureus, yeasts and moulds) .

It appears from this study that raw cow's milk stored at an ambient temperature of

+25°C and/or +4°C has no real impact on its physico-chemical properties.

Concerning the microbiological parameters, we observe a small variation in the rate of

staphylococcus aureus and yeasts and mould.

This variation is significant for total and faecal coliforms for both temperatures.
Indeed, a total absence of total and faecal coliforms is observed in milk refrigerated at
+4°C.In addition, stability in the rate of total aérobic flora was observed in the two milks at

+4° C and at 25° C.

Key words: Milk, physico-chemical characteristics, microbiological characteristics, stability;

Milkquality.

Résumé en Anglais
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Introduction
L’Algérie est considérée comme l'un des grands pays consommateurs de lait et
dérivés (Kacimi, 2013). Se classe comme le premier consommateur du lait au Maghreb et le

deuxiéme importateur dans le monde apres la chine (Mansor, 2015).

Les besoins algériens en lait et produits laitiers sont considérables. Avec une
consommation moyenne de 110 litres de lait par habitant et par an, estimée a 115 litres en

2010. (Transaction d'Algérie, 2010).

La vache assure de loin la plus grande part de la production laitiere mondiale (83%).
La production du lait de cheévre et de brebis vienne tres loin derricre celle du lait de vache (2%
pour le lait de chévre et 1% pour le lait de brebis) (Planétoscope, 2012).
Le lait est une denrée essentielle dans I’alimentation quotidienne de Lhomme, c’est un fluide
biologique collecté a partir des mammiferes, principalement les vaches laitieres. C’est un
aliment complet et constitué des principaux nutriments indispensables au développement
(Bouarissa.R et Herizi.L , 2019), Cet aliment occupe une place prépondérante dans la ration
alimentaire des algériens, au regard de son contenu en énergie métabolisable, il apporte la
plus grande part de protéines d’origine animale et d’autres nutriments de base : des glucides,
des lipides, des ¢léments minéraux et des vitamines avec une valeur énergétique de 1’ordre de

700Kcal /L (Siboukeur, 2007).

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 &tre
affectée 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 contréle physico-chimique de la qualité du
lait obtenu.

En raison des besoins de I'homme a la disponibilité¢ du lait, ce qui 1’a poussé a
l'innovation de nouvelle technologie lui permettant la conservation du lait pendant une longue

durée, donc il a pensé a la pasteurisation, a la stérilisation, etc. (Mathieuet al, 1986).

Au point de vue physico-chimique, le lait est un produit trés complexe. Une connaissance

approfondie de sa structure est indispensable a la compréhension des transformations qui
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s'operent en lui et en ses dérivés au cours des divers traitements industriels (Aboutayeb,
2009).

La composition de lait varie considérablement d'une espéce a l'autre, mais aussi a
lI'intérieur d'une méme espece, voire a l'intérieur des types ou des races d'especes identiques
(Siboukeur, 2008). Cette variabilité peut dépendre de la nutrition, du stade de lactation, de
l'age, de I'époque de 1'année et du débit lacté (FAO, 1995).

Dans ce contexte, ce travail est consacré a 1'étude de I’impact de la température sur le
lait cru de vache concernant les paramétres physicochimiques et microbiologique. Pour cette

¢tude et en consultant la bibliographie, on a choisi 2 températures 25°C (ambiante) et +4°C.

L’objectif principale de ce mémoire consiste a connaitre I’impact et ’influence de la
température sur lait de vache concernant les parameétres physico chimique (pH, acidité,
densité et teneur en mati¢re seéche) et microbiologique (la ftam, les coliformes totaux et

fécaux, staphylococcus aureus, Les leveurs).




(0
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Partie 1 : Synthese bibliographique

1. Définition du lait

Lors du congres international contre la fraude qui s'est tenu a Geneve en 1908, le nom
lait a été¢ défini comme "le produit complet de la traite compléte et ininterrompue d'une vache
femelle saine, bien nourrie et non surmenée. Le lait doit étre collecté et ne doit pas contenir le
colostrum (Pougheon et Goursaud, 2001).

Le lait est un liquide alimentaire blanc aqueux opaque mat, de couleur plus au moins
jaunatre selon la teneur en maticre grasse et en béta-caroténe, avec une 1égere odeur et un gotit
légeérement sucré (douceatre) ; et d'un pH légerement acide 6 a 6.8 (Sandra, 2001).

2. Importance Nutritionnelle

Le lait joue un rdle trés important dans I’alimentation humaine, tant au point de vue
calorique que nutritionnel. Un litre de lait correspond a une valeur d’environ 750 Kcal
facilement utilisables. Comparativement aux autres aliments, il constitue un élément de haute
valeur nutritionnelle (Leroy, 1965).

L’intérét alimentaire du lait est qu’il constitue une source majeure de vitamine B2, de
calcium, de vitamine A et de vitamine D. Il n'est déficitaire qu'en fer et en vitamine C, et dans
certaines conditions en acides gras essentiels. La teneur en graisse du lait entier de vache est
trop é€levée (environ 50% de calories grasses) alors qu'il est conseillé & I'hnomme d'avoir une
ration ne comportant pas plus de 35 % de calories grasses. Le lait est également une
excellente source de minéraux intervenant dans divers métabolismes humains notamment
comme cofacteurs et régulateurs d’enzymes. Le lait assure aussi un apport non négligeable en
vitamines connues comme vitamines A, D, E (liposolubles) et vitamines B1l, B2, B3
(hydrosolubles). Il est néanmoins pauvre en fer et en cuivre et il est dépourvu de fibres

(Cheftel et Cheftel, 1996).

3. Composition chimique du lait

Le lait est un liquide aqueux de composition équilibré dans les lipides glucides sels et
vitamines.
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Eau

Tableau 1. Composition chimique du lait de vache (Fayolle, 2015 ; Cheftel H, 1979).

9002910 g/l

Matiére

seche (MS)

1253 135¢g

Matiére grasse

38444 g/l

Glycéride 35 240 g/l

Phospholipides 01 a 0.3 g/l

St

érides 0.1a0.2 g/1

Glucides 51 a 53 g/1

Lactose 472 52 g/1 (38% MS)

Oligosaccharides 1 a 2 g/l

Sels minéraux 7 a 8 g/l

Matiére azotée totales Matiere azotée Protéines Caséines 27 a 30 g/l
protéiques (95% 32a34 g/l
. . Albumine 2 a3 g/l
matieres azotee
totales) 28 a 36 Globuline 3 a 5 g/l
g/l

Acides aminés 0.5a 1.5 g/l

Matiére azotée
protéiques (5%
matiéres azotée

totales) 1 a 2 g/l

Urée 200a 300 mg/1

Vitamines Vitamines Thiamine (B1)40mg /100 ml
hydrosolubles
Riboflamine (B2) 150mg/100 ml
Pyrodoxines (B6)25-100mg / 100
ml
Cobalamine (B12) 0.5 mg /100 ml
Acide ascorbique 2.1 mg /100 ml
Vitamines Vitamine A 160 UL/ 100 ml
liposolubles

Vitamine D 0-3.4UI/100ml

Vitamine E 60-150 UI /100 ml
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4. Paramétre physico chimique
4.1.L’acidité

C'est une notion trés importante pour l'industrie laitiere car elle permet de juger 1'état
de conservation du lait (Alais, 1984). Elle est exprimée en degré Dornic (D°). Conservé a la
température ambiante, il s'acidifie spontanément et progressivement (Mathieu, 1998).Ce
dernier exprime la teneur en acide lactique. L'acidité titrable est comprise entre 15 et 18 °D

(Alais, 1984). Elle varie entre 0,13 et 0,17% d'équivalent d'acide lactique (Vignola, 2002).

4.2. pH
Le lait possede un pH est compris entre 6,6 et 6,87 (Luquet, 1985). C'est la

conséquence de la présence de caséine et des ions phosphoriques et citriques. Les valeurs
inférieures a 6,5 ou supérieures a 6,9 sont considérées comme anormales (Vignola, 2002). Le
pH du lait change d'une espéce a une autre, étant donné les différences de composition

chimique, notamment en caséine et phosphore.

4.3. Densité
C'est le rapport de la masse d'un certain volume d'un corps a celle du méme volume

d'eau (Alais, 1984). La densité du lait d'une espece donnée n'est pas une valeur constante; elle
varie proportionnellement selon la concentration des €léments dissous et en suspension et la
proportion de la mati¢re grasse (Alais, 1984). La densité du lait de vache est de 1,030 a 1,033
a une température de 20°C. La densité du lait écrémé s'éleve au-dela de 1,035 si le lait est
écrémé et mouillé (Vierling, 2008). La densité est mesurée a l'aide d'un appareil thermo-
lactodensimetre, qui indique la valeur de la densité et de la température correspondante en

meéme temps (Amel et al., 2009).

4.4. Point de congélation
Comme le lait est composé d'une proportion de 87 % d'eau, son point de congélation

est compris entre -0,530 °C a -0,575 °C, c'est-a-dire le méme point de congélation que celui
du sérum sanguin. L'eau joue un rdle important dans la transmission du froid lors de la
réfrigération qui reste le seul moyen de conservation du lait surtout apres la traite. On vérifie
le point de congélation du lait a l'aide d'une cryoscopie. Par ce que les substances dissoutes
abaissent le point de congélation du solvant par «Cryoscopie », le lait se congele en dessous
de 0°C (Vignola, 2002).Le point de congélation est mesuré en utilisant un bain réfrigérant

(glace + sel) est un thermometre de précision au 1/100 °C (Larousse, 1981).
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4.5. Point d'ébullition
On définit le point d'ébullition comme la température atteinte lorsque le pressé vapeur

de la substance ou de la solution est égal a la pression appliquée. Le lait houe au-dessus
100°C; entre 117 et 115 °C (Raounek, 2022). Cette propriété physique diminue avec la

pression. On applique ce principe dans les procédés de concentration du lait (Vignola, 2002).

4.6. Les minéraux
La quantité¢ des minéraux contenus dans le lait aprés incinération varie de 0,60 a 0,90

%. Ils prennent plusieurs formes. Ce sont le plus souvent des sels, des bases, des acides. Les
minéraux du lait se trouvent sous deux formes principales (de sels ionisés et solubles dans le
sérum et sous forme micellaire insoluble). Les ¢léments basiques majeurs comme le calcium,
le potassium, le magnésium et le sodium forment des sels avec les constituants acides que
sont les protéines, les citrates, les phosphates et les chlorures. En outre, le calcium, le
magnésium, les citrates et les phosphates se trouvent sous forme colloidale dans les micelles

de caséines (Carole et Vingola, 2002).

Tableau 2. Composition de lait en minéraux (Carole et Vignola, 2002).

Minéraux Teneur (mg/kg) Minéraux Teneur (mg/kg)
Sodium(Na) 445 Calcium(Ca) 1180
Magnésium(Mg) 105 Fer(Fe) 0.50
Phosphore(P) 896 Cuivre(Cu) 0.10
Chlore(Cl) 958 Zinc(Zn) 3.80
Potassium(k) 1500 Iode (I) 0.28

4.7. Les matiéres azotées totales
La maticre azotée du lait est divisée en deux parties : la matiere azotée protéique et la

matiere azotée non protéique.
4.7.1. Matiére azotée protéique
Les protéines azotées regroupent les protéines insolubles et les protéines solubles
sériques.
e Les protéines insolubles (les caséines)

Les caséines sont les protéines les plus abondantes dans le lait (80%). Il en existe

quatre types : asl, as2, B et k. Ces différentes casé€ines s’associent entre elles a 1’aide de
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composés salins (dont les principaux sont le calcium et le phosphore) pour former les micelles
de caséines. Ces dernieres sont des particules sphériques ayant des diamétres variant selon

I’origine du lait. Elles sont de I’ordre de 90 a 120 nm pour le lait bovin (Bornaz et al., 2009).

e Les protéines solubles (Protéines du lactosérum)
Les protéines du lactosérum représentent environ 20% des protéines totales (Walstra

et al., 2006). Les principales protéines solubles sont :
» L’a-lactalbumine

C’est une protéine de 123 résidus d’acides aminés et a une masse moléculaire de 14,6
KDa jouant un roéle important dans la synthése de lactose (BEG et al., 1985 ; AL-Haj and
AL-Kanhal 2010).

» La B-lactoglobuline

La B-lactoglobuline est une protéine de 18,2 KDa. C’est la principale protéine soluble
du lait bovin (Merin et al., 2001 ; Kappeler et al.,, 2003 ; Laleye et al., 2008 ; EL. Agamy
et al., 2009 ; OMAR et al., 2016).

> Le sérum-albumine

La sérum-albumine existe a des concentrations quasi-similaires dans les laits bovins.
Cette protéine a une masse moléculaire de 66 et 66,4 KDa dans le lait bovin, respectivement

(Hinz et al., 2012 ; Omar et al., 2016).
» Les immunoglobulines

Ce sont des glycoprotéines de haut poids moléculaire responsable de I'immunité .On
distingue trois grandes classes d’immunoglobulines : IgA, IgG, IgM. Elles sont tres
abondantes dans le colostrum. Les immunoglobulines sont les protéines du lactosérum les

plus sensibles a la dénaturation thermique (Thapon ,2005).
> Protéoses-peptones

C’est un groupe hétérogéne de molécules issu de la protéolyse par la plasmine de la

cas¢ine B(Debrey, 2001).
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4.7.2. Matiére azotée non protéique
Ce sont des composés a poids moléculaire faible appartenant a plusieurs familles

chimiques, le plus important est ['urée. On trouve aussi des acides aminés libres, des peptides
et des bases organiques (Mietton et al., 1994). La teneur du lait en composés azotés est

d’environ 5 a 6% dans le lait bovin.

4.8. Lactose
Le lactose est le glucide ou I'hydrate de carbone, le plus important du lait puisqu'il

constitue environ 40% des solides totaux. D'autres glucides peuvent étre présents en faible
quantité, comme le glucose et le galactose qui proviendraient de l'hydrolyse du lactose.
Enoutre, certains glucides peuvent se combiner aux protéines. Ainsi, le lait contient pres de
4,8% de lactose, tandis que la poudre de lait écrémé en contient 52% et la poudre de

lactosérum, pres de 70% (Carole et Vingola ,2002).

4.9. La matiére grasse
La matiére grasse du lait se composent principalement de triglycérides (99%),

phospholipides et une fraction insaponifiable riche en cholestérol, béta-caroténe et
antioxydant (Filq, 2002).Généralement soluble dans les solvants organiques (éther,
chloroforme), mais Iégérement soluble ou insoluble avec les milieux aqueux. La
détermination de la teneur en matiére grasse du lait a I'aide du dosage du butyrate acide décrit
comme une méthode de routine utilisée dans l'industrie, dont la lecture peut étre automatisée.

(Norme AFNOR : NFV04-210 de décembre 1974).

Les matieres grasses du lait ont la forme de petits globules sphériques qui sont
invisibles a I'eeil nu. La dimension des globules de matieres grasses est d'environ 0,1 a 20 um.
Il est intéressant de noter que la dimension des globules de matic¢res grasses varie selon
l'espece et selon la race et selon la période de lactation. Le diamétre moyen des globules étant
de 3 a2 4 um. On estime qu'il y a environ de trois a quatre milliards de globules de gras par

milli- litre de lait entier (Carole et Vingola, 2002).
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Tableau 3. Composition lipidique du lait (Carole et Vingola, 2002).

Constituants Proportion de lipides du lait (%)
Triglycérides 98
Phospholipides 1
Fraction insaponifiable 1

5. Microbiologie du Lait

Le lait de vache est un aliment nutritif complet, contenant la plupart des ¢éléments
nécessaires au développement et pour le maintien des fonctions de l'organisme, riche en
minéraux(en particulier en calcium sauf en fer), protéines, vitamines et matiéres grasses, dont
la durée de conservation est trés limitée. En effet, son pH quasi neutre le rend facilement
altérable par les micro-organismes et les enzymes, et son abondance et sa fragilité font du lait
un milieu idéal pour la croissance rapide de nombreux micro-organismes tels que les levures,

les moisissures, et les bactéries (Gosta, 1995).

5.1. Classification des principaux microorganismes du lait
On répartit les microorganismes du lait, selon leur importance, en deux grandes

classes : la flore indigeéne ou originelle et la flore de contamination. La flore de contamination

est subdivisée en deux sous-classes : la flore d’altération et la flore pathogene.

5.2. La flore originelle (indigéne)
Lorsque le lait provient d’un animal sain et qu’il est prélevé dans des conditions

aseptiques, il devrait contenir moins de 5000 UFC/ml. La flore indigéne des produits laitiers
se définit comme 1’ensemble des micro-organismes retrouvés dans le lait a la sortie du pis.
Ces micro-organismes, plus ou moins abondants, sont en relation étroite avec 1’alimentation,
la race et d’autres facteurs. Le lait qui sort du pis de la vache est stérile. Les genres dominants
de la flore indigéne sont principalement mésophile et n'ont aucun effet significatif sur la
qualité du lait et sur sa production (Varnam et Sutherland, 2001). Les bactéries lactiques fait
partie de la flore normale du lait et se caractérise par son aptitude a fermenter le lactose avec
production d’acide lactique et donc, abaissement du pH. Parmi les bactéries lactiques ayant
comme habitat le lait, le genre Streptococcus, Lactobacillus, Enterococcus, Leuconostocet

Aerococcus (Conte, 2008).

| —
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Tableau 4. Flore originelle du lait cru (Vignola ,2002).

Microorganismes Pourcentages (%)
Micrococcus sp 30-90
Lactobacillus 10-30
Streptococcus ou lactococcus <10

5.3. Flore de contamination
Ensemble des micro-organismes ajoutés au 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 capable de provoquer
des malaises chez les personnes qui consomment ces produits laiticres (Lamongtane et al.,

2002).

5.3.1. La flore d’altération
La flore d’altération causera des défauts sensoriels de gotit, d’ardbme, d’apparence ou

de texture et réduira la vie du produit laitier. Parfois, certains microorganismes nuisibles

peuvent aussi €tre pathogeénes.

Les principaux genres identifiés comme flore d’altération sont les coliformes et

certaines Levures(Essalhi, 2002).

» Les coliformes
En microbiologie alimentaire, on appelle coliformes les entérobactéries fermentant le
lactose avec production de gaz a 30°C. Cependant, lorsqu’ils sont en nombre tres élevé, les
coliformes peuvent provoquer des intoxications alimentaires. Le dénombrement des
coliformes a longtemps ¢été¢ considéré comme un indice de contamination fécale. Comme les
entérobactéries totales. Ils constituent un bon indicateur de qualité hygiénique du lait

(Guiraud, 2003).

> Les leveurs
Par définition, ce sont des champignons, le plus souvent unicellulaires, dont le type de
reproduction asexuée se fait dans la plupart des cas par bourgeonnement. Les especes les plus

importantes rencontrées dans les produits laitiers sont : Kluyveromyces,

DebaromycesSaccharomyces, Candida. Quant a Geotrichumcandidum, il est class€¢ comme
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champignon levuriforme, c’est-a-dire qu’il est intermédiaire entre les levures et les

moisissures

» Les moisissures
Les moisissures sont des champignons microscopiques. Ce sont des eucaryotes
hétérotrophes et ils sont obligés de prélever le carbone et I’azote nutritifs de la matiére grasse,

le sucre et les protéines.

D’une fagon générale, les aliments sont des substrats trés favorables a leur
développement, ces germes peuvent y causer des dégradations par défaut d’apparence,

mauvais gout, ou plus gravement production de mycotoxines (Cahagnier, 1998).

5.3.2. La flore pathogéne
Comme la flore d’altération, la flore pathogéne est incluse dans la flore de

contamination du lait. La présence de microorganismes pathogénes dans le lait peut avoir trois

sources: 1’animal, 1I’environnement et ’homme (Andelot, 1983).

Les principaux microorganismes pathogeénes associés aux produits laitiers sont :
Salmonella  sp.,Staphylococcus aureus, Brucella sp., Mycobacterium tuberculosis,
Clostridium botulinum et Clostridium perfringens, Bacillus cereus, Yersinia enterocolitica,
Listeria monocytogenes, Escherichia coli, Campylo bacterjejuni, Shigellasonei, Brucella

abortis(Lambien et German, 1961).

> Les salmonelles
Les salmonelles (genre Salmonella) sont des bactéries de la famille des
Enterobacteriaceae, parasites du tube digestif de ’homme et des animaux. Ce sont des bacilles
a Gram négatif, aéro-anaérobies facultatifs. Ils sont la premicre cause de I’infection
alimentaire. Le lait et les produits laitiers sont rarement responsables de cas de salmonelloses,
car le lait cru est assez peu fréquemment contaminé par les Salmonelles, cette contamination

est alors le plussouvent d'origine externe.

» Staphylocoques
Parmi les Staphylocoques, on peut citer S.aureus ayant une coque a coloration de
Gram positive. Il mesure de 0,5 a 1 pm de diamétre, ne sporule pas et il est immobile, aéro-
anaérobie facultatif et posséde une catalase et une coagulase. Ils vivent dans les quartiers du

pis et sur la peau des trayons des vaches et taures infectées. La présence de staphylocoques

| —
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(Staphylococcus aureus notamment) dans le lait crutémoigne de 1’existence de mammites

(Alais, 1984).

Ce microorganisme peut intoxiquer 'humain de deux fagons : soit par la multiplication
bactérienne au niveau intestinal, soit par l'empoisonnement causé¢ par les microorganismes

(ASPC, 2001).

» Listeria
L. monocytogenes est un petit bacille de dimension (0,5 - 2 um x 0,5 um), a coloration

de Gram positive, isolé ou en chainettes, mobile a 20-25°C et immobile a 37°C, non sporulé.

Ce bacille anaérobie facultative et micro aérophile, catalase positive, fermente de
nombreux glucides sans production de gaz Listeria monocytogenes est responsable d’une
maladie touchant I’homme et les animaux appelée la listériose. Leur croissance est possible
entre 0 °C et 45 °C (température optimale : 30°C- 37°C), pour des pH compris entre 4,5 et
9,6. Elles sont mobiles grace a des flagelles péritriches (Lovett, 1989).

» Les Clostridiums sulfito-réducteurs
Ce sont des batonnets sporulés, mobiles, Gram+ anaérobies stricts, présentent
généralement dans le sol et I’eau, mais aussi dans le tube digestif humain et animal, le pouvoir

pathogene est dii a la synthése des toxines (Lamontagne etal., 1996).

| —
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5.3.3. Sources de contamination du lait

Tableau 5. Contaminants et sources de contamination bactérienne du lait (Frank et Hassan,

2002).
Sources Genres
Personnel Coliformes, Salmonella, Enterococcus, Staphylococcus
Air Streptococcus, Micrococcus, Corynebacterium, Bacillus, levures et

moisissures

Intérieur du pis

Streptococcus, Micrococcus, Corynebacterium

Extérieur du pis

Micrococcus, Staphylococcus, Enterococcus, Bacillus

Féces Escherichia, Staphylococcus, Listeria, Mycobacterium, Salmonella
Appareil de traite Micrococcus, Streptococcus, Bacillus, coliformes
Litiére Clostridium, Bacillus, Klebsiella
Sol Clostridium, Bacillus, Pseudomonas, Mycobacterium, levures et
moisissures
Alimentation Clostridium, Listeria, Bacillus, bactéries lactiques
Eau Coliformes, Pseudomonas, Corynebacterium, Alcaligenes

6. Caractéristiques organoleptiques du lait

6.1.La Couleur

Le lait est blanc car il renferme des caséines. Les micelles de caséine absorbent toutes les
longueurs d’onde de la lumicre de sorte qu’aucune couleur de 1’arc en ciel ne prédomine. Le
béta-caroténe qui se trouve dans la matiere grasse peut parfois donner une teinte jaunatre au
lait et a la créme. Sur le plan organoleptique, le lait est un liquide blanc opaque blanc mat plus

ou moins jaunatre selon sa teneur en béta-caroténe (Hanzen 2009-2010).

6.2.L’odeur
L'odeur est caractéristique du lait en raison de la mati¢re grasse contenue. Il contient une

odeur animale fixe. Ils sont liés a l'environnement de traite, a l'alimentation (I'ensilage

favorise la croissance des bactéries butyriques, puis le lait dégage une forte odeur) et a la

| —
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conservation (acidification du lait avec de l'acide lactique pour lui donner un gotit acide)

(Vierling, 2003).

6.3. La viscosité
Le lait est de viscosité variable en fonction de 1’espéce animal (Rheotest, 2010) a montré que

la viscosit¢ du lait est une propriété complexe qui est particulicrement affectée par les
particules colloides émulsifiées et dissoutes. La teneur en graisse et en caséine possede
I'influence la plus importante sur la viscosité du lait. La viscosité est une caractéristique
importante de la qualité¢ du lait, étant donné qu'une relation intime existe entre les propriétés

rhéologiques et la perception de la qualité par le consommateur.

6.4. La Saveur
Son gotit est variable selon les espeéces animales est agréable et douceatre (Hanzan, 2010). La

saveur du lait normal frais est agréable. Celle du lait acidifi¢ est fraiche et un peu piquante.
Les laits chauffés (pasteurisés, bouillis ou stérilisés) ont un gotit Iégérement différent de celui
du lait cru. Les laits de rétention et de mammites ont une saveur salée plus ou moins
accentuée. La saveur amere peut aussi apparaitre dans le lait par suite de la pullulation de

certains germes d’origine extra-mammaire (Thieulin et Vuillaume, 1967).

7. L’effet de la température sur du lait

L’effet d’un traitement thermique est li€ au couple temps/température. Plus la
température de traitement est élevée, et plus sa durée est longue, plus ’effet sera important. Il
faut toutefois tenir compte de la résistance thermique des micro-organismes qui est tres
variable, et fonction des caractéristiques physico-chimiques de I’aliment concerné. On
distingue plusieurs types de traitement thermique des aliments: I‘appertisation, la

pasteurisation, la thermisation, la cuisson, le blanchiment (Prescott et al., 2003).

7.1. Influence de la réfrigération sur le lait :
La réfrigération du lait et surtout sa conservation au froid pendant des durées

prolongées, a la ferme et l'usine peuvent entrainer dans le lait des altérations d'ordre physico-
chimiques et/ou microbiologiques et biochimiques généralement irréversibles qui ont pour
conséquence le non maitrise de la fabrication. Des pertes de rendements et /ou des défauts
organoleptiques graves dans le produits finis (Lachkheh, 2001). Affirment que le lait peut se
conserver aprés 36 heures a 4°C seulement aprés 12 heures a la température ambiante

(Djegham et al, 2000).

| —
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La réfrigération du lait de vache dans la laiterie doit se pratiquer a une température
inférieure a 4°C et ne doit pas dépasser 48 heures pour le lait pasteurisé et 24 heures pour le
lait cru car au-dela de ces durées, le phénoméne de solubilisation des cas€ines augmente et
modifie la coagulation par la présure destinée aux fromageries (Alloui et al., 2002). La durée
de conservation du lait cru méme dans des conditions de froid est courte en raison de la

possibilité du développement des gemmes psychrophiles.

7.2. La température et la vitesse de refroidissement et leur influence sur la qualité
bactériologique et biochimique du lait
Le refroidissement permet de mieux maitriser I'évolution de la flore microbienne.

Le refroidissement rapide du lait a 0°C et son maintien a cette température bloque
toute croissance microbienne pendant une semaine. Le refroidissement permet de mieux
maitriser 1'évolution de la flore microbienne. On observe que la prolifération microbienne
diminue avec l'abaissement de la température. Deés que la température est abaissée au
voisinage de 10°C la croissance de certains micro-organismes est fortement valentic.

(Benateya et Zerdoumi, 1983).

A la température de 4° C le développement microbien est d'autant plus rapide que le
fait est initialement plus contaminé et le refroidissement est plus lent (Bencherif, 2005).
Cependant le temps de conservation reste étroitement li€¢ a la charge microbienne du lait mis
en refroidissement, en outre son efficacité est d'autant plus grande que la teneur en germes est

faible (FAO, 1995)

| —
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1.Echantillonnage

Les échantillons de lait cru analysés provenaient d'une race bovine laitiere (Holstein),
choisies de la Région ASOUL Daira BOUHMAMA de la wilaya de Khenchela. L'échantillon
de lait cru prélever de cette femelle (Figure 01) est conservé dans une glaciére puis transporté
au laboratoire de recherche pédagogique El Hamma Khenchela.

Figure 1. Prise de vue partielle de vache Holstein objet de 1'étude.

1.1.Méthode d'échantillonnage

Des échantillons de lait cru ont été prélevés manuellement dans des conditions stériles.
On lave d'abord les trayons a I'eau savonneuse puis on désinfecte avec de l'alcool a 70°. Le
lait est prélevé dans une bouteille stérile de 1 L, étiquetés, puis transportés dans une glaciére
a 6°C au laboratoire, ou ils ont ét¢ homogénéisés et répartis en 4 échantillons. Les deux
premiers échantillons E1, E2 sont conservés au réfrigérateur a 4°C. Les échantillons E3, E4
sont laissé a la température ambiante du laboratoire 25°C £2 (Figure 02).

Figure 2. Les échantillons d'étude.
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3. Analyses physico-chimiques

3.1. L’acidité

a. Principe

Elle est basée sur le titrage de ’acide lactique par la soude (NaOH ; 1/9N) en présence
de la phénolphtaléine (1%) comme indicateur coloré. La phénolphtaléine indique la limite de
la neutralisation qui se manifeste par changement de couleur (rose pale).

CH3-CHOH-COOH+NaOH—CH3-CHOH-COONa+H20
Cette acidité est exprimée en degré Dornic (°D)
Ou: 1 ° Dreprésente 0,1 g d’acide lactique dans un litre de lait (Mathieu, 1998).

b. le mode d'opératoire

Homogénéiser 1'échantillon par agitation, puis introduire 10 ml de lait a analyser dans
un bécher en ajoutant 3 a 4 gotlite de phénolphtaléine. Ensuite, on titre par une solution
d'hydroxyde de sodium 0,1 N jusqu'au ler virage en rose. Apres le virage est considéré
comme atteint lorsque la couleur rose persiste une dizaine de secondes.

Figure 3. Détermination de l'acidité titrable du lait.

c. Expression des résultats

Les résultats sont exprimés en degré Dornic ou en pourcentage de I'acide lactique
(AFNOR, 1993), degré Dornic D correspondant a 0,1g (décigramme) d'acide lactique par litre
de lait.
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Pour calculer 'acidité, il faut déterminer la concentration massique C; en g/l; c'est a dire la
masse d'acide lactique contenu dans un litre du lait, en utilisant la formule suivante:

C0= (C1xVeq xMac)/v
D'ou :
C;: est la concentration d'hydroxyde de sodium (soude) : C; = 0,1 mol/L
Veq: le volume équivalent, en ml, d'hydroxyde de sodium déterminé précédemment
Mac; est la masse molaire de la molécule d'acide lactique : Mac=90g/mol
Va: est le volume de lait : VO= 10 ml
D'ou, L’acidité est exprimée en degré Dornic (°D) et donnée par la formule suivante :
D°=Vx10
D° : I'acidité dornique.
V : volume en ml de solution d’hydroxyde de sodium 0.1 N nécessaire (soude Dornic).

3.2. Mesure de pH
a. Principe

Le pH de lait est déterminé par un pH-metre (Journal officielle, 1998) ainsi qu'il a été
expos¢ pour le pH des eaux et des consommations. Le pH Frais d'un lait titrant 16 degré
Dornic et compris entre 6.65 et 6.85 (Delloumi, 2002).

b. Mode d’opératoire

Dans un bécher de 100 ml, on procede a I’étalonnage du pH-métre avec les solutions
tampons pH=4 et pH=7. Premi¢rement homogénéiser 1'échantillon par agitation légere puis le
mettre dans un bécher de 100 ml un volume du lait suffisant.

A l'aide d'un thermomeétre, on mesure sa température, puis introduire 1'¢lectrode dans
le bécher et on ajuste la température du lait. Mettre en marche le pH-métre afin de lire le
résultat du pH mettre aprés 5 minutes.

3.3. Détermination de la matiere seche

a. Le principe

La teneur en maticre seche et déterminée par la dessiccation du produit qui est obtenu
a une température de 10512 °C dans une étuve jusqu'a une obtention d'une masse constante.
(Audigie, 1978). Elle exprime en gramme par litre ou par kilogramme ou en pourcentage
(Mathieu, 1998).

b. Le mode d'opératoire
Homogénéiser I'échantillon par agitation légére et introduire 5 ml du lait dans une
capsule séche et tarée puis mettre la capsule dans les tubes ventiler a 105£2°C jusqu'a
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l'obtention d'une couche séche blanchatre. Ensuite retirer la capsule de 1'é¢tude de dessiccation,
et la mettre dans un dessiccateur apres le refroidissement pesé la capsule.

Figure 4. Détermination de la matiére séche.

c. Expression des résultats
La matiére séche du lait exprimé en gramme/litre est :
MS= (M1-M0) x1000/V
Soient :
MO : la. Masse en gramme. De La capsule vide
M1 : la masse en. Gramme de La Capsule et du résidu apres dessiccation et refroidissement
V : le volume en ml de la Prise d'essai (5 ml).

3.4. Densité

a. Principe

La densité est définie comme étant le rapport entre la mesure d'un certain volume d'un
corps et celle du maitre volume d'eau a 20 °C (Bencherif, 2005).

Dans la pratique, la mesure de la densité est déterminée par deux méthodes différentes :
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» Méthode du pycnometre
b. Mode opératoire

= Peser le pycnométre a vide.

»= Remplir de lait a 20°C et cela en évitant toute incorporation en bulles d’air.
* Le pycnomeétre est pesé une 2éme fois.

c. Expression des résultats

Ona: MV=[(M2-M1)/ V]
MYV : la masse volumique

MI : la masse du pycnometre vide
M2 : la masse du pycnomeétre remplis
V : volume du pycnometre.

» Méthode de densimétre

Le mode d'opératoire

Homogénéiser I'échantillon par agitation légere, en évitant l'incorporation d'air dans le lait.
La tige de densimetre est introduite dans une éprouvette de 100 ml contenant du lait
homogénéisé. L'appareil est maintenu dans l'axe de 1'éprouvette apres 'aspiration. La valeur
de densité et la température sont affichées directement sur l'appareil apres quelques secondes.

I —
METTLER TOLEDO

Figure 5. Mesure de la densité du lait.
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3.5. Détermination de la teneur en matiére minérale
a. Principe

La détermination de la teneur en matiere minérale est effectuée par I’incinération des
résidus secs du lait (Lecoq, 1965).Le lait contient des quantités importantes de différents
minéraux. Les principaux sont : calcium, magnésium, sodium et potassium pour les cations et
phosphate (Gaucheron, 2004).

b. Mode opératoire

Un volume de 10 ml de lait est mis dans un creuset séché et taré préalablement. Ce
dernier est placé dans le four a moufle a une température de 500°C pendant 4 heures. Apres
dessiccation, les creusets refroidis sont pesées.

Figure 6. Détermination de la matiére minérale du lait.

c. Expression des résultats :
La mati¢re minérale est exprimée en grammes par litre est détermine :
MM= (Y-X) x1000/V
MM=mati¢re minérale.
X : est la masse en grammes du creuset vide et séché avant étuvage.
Y : est la masse en grammes du creuset et du résidu apres incinération.

V : est le volume en millilitres de la prise d’essai.
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3.6. Détermination de la Teneur en lactose (méthode colorimétrique)
a. Principe

Le lactose forme un complexe selon la réaction suivante :
Sucre +(H2S04) — Furfural + phénol— Couleur orange

Le lactose est dosé¢ selon la méthode colorimétrique. L'H,SO déshydrate le sucre
aboutissant a la formation d'un composé furfural qui se condense avec le phénol provoquant le
développement d'une coloration orange, dont l'intensité est proportionnelle a la teneur en
lactose. Les lectures de la densité optique sont faites a une longueur d'onde de 590 nm en
utilisant un spectrophotometre (Afnor, 1993).

b. Mode opératoire

On prépare une solution mere étalon (dissoudre 0,1 g de lactose pur dans 100 ml d'eau
distillée).

Pour déterminer une concentration inconnue de lactose il est nécessaire de comparer la dite
concentration a une courbe de valeurs connues. Ainsi il faut réaliser un courbe étalon composé de
concentration connue de lactose. Pour cela, il faut t créer une gamme de dilution de lactose a partir de
concentration lg 1 pour rentrer dans la gamme étalon. On prépare une solution mere étalon (dissoudre
0,1 g de lactose pur dans 100 ml d'eau distillée).

La préparation des solutions filles (gramme €talon) se fait selon le tableau suivant :

N° du tube 1 2 3 4 5

Solution mére étalon (ml) 0 0.4 0,8 1,2 1.6
Eau distillée (ml) 2 1,6 1,2 0,8 0.4
Solution phénol (ml) 0,1 0,1 0,1 0,1 0.1
H2S04 concentrée (ml) 2.9 2.9 2.9 29 2.9

Le dosage de la gamme étalon a donné les densités optiques illustrées sur le tableau suivant :

Tableau : concentration du lactose en fonction des différentes densités :

concentration (g/ml) 0 0,00008 | 0,00016 | 0,00024 | 0.00032

densité optique (nm) 0 0,011 0,023 0,036 0.065

La lecture de la densité optique se fait & une longueur d'onde de 590 nm.
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C=f(Abs)

0,04

0.035 Y= 150x - 0,000 .‘.
R?=0,998-"
0,03

0,025
0,02
0,015

densité optique

0,01
0,005
0 e

0 0,00005 0,0001 0,00015 0,0002 0,00025 0,0003

concentration

Partie essai :

On prélever 2 ml de la solution de lait de vache que l'on dilue dans une fiole jaugée
avec 1998 ml d'eau distillée (solution fille essai, 2 ml lait/ 2 Litre eau distillée). Mettre ce
volume de 2 ml de la solution fille essai dans un tube a essai. En ajouter 0,1 ml de phénol,
ajouter 2.9 ml d'acide sulfurique concentré, on laisser reposer pendant 10mn, Ajuster le zéro
du spectrophotomeétre sur le blanc. Lire la densité optique a une longueur d’onde de 590 nm
dans le spectrophotométre.

c. Expression des résultats

Selon le tableau, tracer la courbe d’étalonnage qui doit étre une droite. Ayant la
Densité optique de 1’échantillon on peut déterminer la concentration du lactose par projection
sur la courbe.
La teneur en lactose exprimée en g/l est égale a : (X.N)/ prise d’essai x 1000 Ou
X : est la concentration calculée a partir de la courbe d’étalonnage.
N : Nombre de dilution : 2000 fois.
La prise d’essai : 2 ml.

3.7. Détermination de la teneur en matiére azotée
a. Principe

La méthode officielle de la détermination de l'azote est celle d'analyse de JHON-
KJELDAHL 1883 qui a ét¢ publié¢ en 1883 a révolutionné 1'analyse d'azote avec sa précision
et sa polyvalence dans le secteur de I'alimentions humaine et animal, aussi dans l'analyse du
sol.

Les étapes de 1'analyse selon KJELDAHL :
1-Minéralisation de 1'échantillon avec de l'acide sulfurique.

2-Distillation de la solution minéralisée.
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3-Titrage du distillat et calcule des résultats.
b. Mode d'opératoire

> La Minéralisation

La minéralisation selon KJELDAHL est basée sur le principe de la destruction de
I'échantillon par oxydation avec l'acide sulfurique concentré afin de transformée les radicaux
azoté des molécules organiques en ions ammonium a l'aide d'un catalyseur

On pese Sml de I'échantillon puis on l'introduit dans les tubes buchi, on prépare un
tube vide blanc et on verse 20 ml d'acide sulfurique H,SO, avec une petite quantité¢ du
catalyseur. On agite les tubes puis on les places dans un support digesteur fixer les poupes
puis en fixe les tubes d'aspiration et on les relie au Sauber. La température augmente
respectivement de 150°—250°—400°. Cette étape dure 4h ou 4h30m Jusque le distilla
devient claire et transparent. Apres le refroidissement du distilla on le verse dans un ballon
jauge.

Figure 7. Détermination de la teneur en matiére azoté du lait par méthode de Kjeldhal
(partieminéralisation).

» Distillation et piégeage

La distillation se fait a 1'aide de I'appareil buchi B-323, dans un milieu basique pour
libérer les ions NH™ sous forme ammoniaque (NHs). Cet ammoniac est entrainé dans une
solution d'acide borique.

Dans un bucher, On ajoute 20 ml d'acide borique et quelque gouttes d'indicateur de
rouge de méthyle puis on remet 1'échantillon dilué¢ dans un tube a minéralisation et en le place
directement dans l'appareil a distiller bucher. De I'autre coté de 'appareil on place le bucher
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qui contient l'acide borique et l'indicateur de rouge de méthyle. Cette solution aura une
couleur bleu. On ferme la porte de sécurité et I'action commence automatiquement en ajoutant
20 ml d'eau et 30 ml de NAOH (10 N) a I'échantillon. La couleur du tube vire vers le rose
fuchsia.

La distillation se déclenche aprés une pause de 2 secondes et dure environ les 3
minutes. Quand la couleur du bucher passe peu a peu du bleu au vert c'est la fin de la
distillation.

Figure 8. Détermination de la teneur en matiére azoté du lait par méthode de Kjeldhal (partie
distillation).

> Titration

La titration est la derniére étape. On remplit le dosimat gradué avec de I'Hel 0,01 N,
puis on ajoute graduellement la solution d’Hcl dans le bécher a distillat jusqu'a ce que la
couleur de la solution vire du vert jusqu'au rose. A partir de la consommation du Hcl, on
obtient par simple conversion la teneur en azote de 1'échantillon initial en pourcentage.
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Figure 9. Détermination de la teneur en matiére azoté du lait par méthode de Kjeldhal (partie
titrage).

c. Expression des résultats
On utilise pour cela I'équation suivante :
% N:(V-Vo)xNx0.01x100/M
% N : pourcentage de l'azote total
M : masse de 1'échantillon =5ml.
Vo : volume utilisé pour le blanc Témoin
V : volume ml utilise pour I'échantillon

N :6.25.
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4. Analyses microbiologique du lait

L’analyse microbiologique du lait cru consiste a la recherche et /ou dénombrement
d’un certain nombre de microorganismes susceptibles d’étre présents dans le lait. Les analyses
effectuées sont portées sur :

- la flore aérobie mésophile totale.

- les coliformes totaux et fécaux.

- les microorganismes pathogénes : les staphylococcus aureus .

- Les leveurs.

4.1. Etape 01 : Stérilisation du matériel

Tout le matériel est nécessairement stérilisé par la chaleur séche dans un four Pasteur
(2 180°C pendant 1 heure). Alors que les milieux de culture et I'eau physiologique sont
stérilisés par la chaleur humide a I’autoclave (a 121°C pendant 20 minutes).Toute opération
doit étre fait a proximité du bec bunsen, afin d’assurer les conditions d’asepsie.

4.2.Etape 02 : Préparation des dilutions
A partir du lait cru homogénéiser (solution meére), nous avons préparées une série des
suspensions de dilution décimales dans 1’eau physiologique de 10 jusqu'a 10™.

A l'aide d'une micropipette avec des embouts stérile, prélevé 1ml de la solution mére
et l'introduire dans un tube a essai contenant 9 ml d'eau physiologique stérile pour obtenir la
dilution 10™".

Ensuite & partir de la dilution 10", prélevé un 1ml et l'introduire dans le 2éme tube a
essai contenant aussi 9 ml d'eau physiologique stérile pour obtenir la dilution 107, Répéter ces

étapes jusqu’a la dilution 107,

Solution
mere
Lait cru 'y
1ml 1 ml 1 ml
1 ml
\ 9ml
d’eau
physiolo
gique
dans
chaque
tube
10-1 10-2 10-3 10-4

Figure 10. Technique de préparation des dilutions décimales successives.
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4.3. Dénombrement de la flore totale aérobie mésophile
a. Principe

La technique est celle de numération en milieu solide en boite de Pétri avec
I’ensemencement en masse sur le milieu PCA (Plate Count Agar) (Guiraud, 1998).

b.Mode d’opératoire

Préparer les boites de Pétries stériles et ensemencer les boites par 1 ml de chaque
dilution. Ajouter ensuite la gélose PCA(Plate Count Agar). Le mélange est homogénéis¢ par
des mouvements circulaires. Apres solidification, les boites sont retournées puis incubées a
30°C pendant 72 h

c. Lecture des résultats

La flore totale apparait sous forme de colonies blanchatres de tailles et de formes
différentes.

9ml de diluant de I’eau physiologique

. . . B

S = == = == & A

1ml 1ml 1ml Iml

=

L'eau
physiolo
gique
Iml Iml | Iml
SM (lait " M " J " \l Rmal d
cru)
10 -1 10 -2 10-3 10-4
T ¥ 5] 3 ¥
A R -
ST il

“ Incubation a 30°C pendant 72h

Dénombrement des colonies apreés I'incubation

Figure 11. Dénombrement de la flore aérobie mésophile totale.

4.4. Recherche et dénombrement des coliformes totaux et fécaux
a. Principe

Le dénombrement des coliformes peut se faire soit sur milieu solide tel que le V.R.B.G
(violet, Red, Bile ,Glucose ,Agar ). On a utilis¢ le milieu VRBG avec un ensemencement en
masse de 1 ml de chaque dilution, les boites sont incubées pendant 24 h, a 30°C pour les
coliformes «totaux» et a 44°C pour lescoliformes «fécaux»
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b. Mode opératoire

Préparer les boites de Pétri stériles puis introduire dans les boites 1ml de chaque
dilution, Apres ajouter la gélose VRBG et homogénéiser avec des mouvements circulaires,
laissé solidifier et enfin l'incubation.

Incubation

* Coliformes totaux : Placer les boites de pétri retournées dans une étuve a 37°C £1°C
pendant 24 heures.
* Coliformes fécaux : Placer les boites de pétri retournées dans une étuve a 40° C = 1° C
pendant 24 heures.

c. Lecture des résultats

Les coliformes apparaissent sous forme de colonies de forme lenticulaires, violet avec
un anneau rosatre de 0.5 mm de diametre.

Transférer 1 ml des dilutions retenues dans les boites de Pétri stériles

1ml ﬂ Iml ﬂ 1ml ﬂ 1ml ﬂ

7 7 7 |

I S S .
Y

Incubation pendant 24h a 40°C Pour les coliformes fécaux

Incubation pendant 24h a37°C pour les coliformes totaux

e

Deénombrement des colonies apreés incubation

Figure 12. Dénombrement des coliformes totaux et fécaux.

4.5. Dénombrement des germes pathogénes

4.5.1. Recherche et dénombrement de Staphylococcus aureus
a. Principe

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

Préparer les boites de Pétries stériles et Ajouter la gélose Chapman mannite. Apres la
solidification, prélever une goutte du lait cru avec une pipette pasteur. Ensemencer la goutte
par des stries croisées et incuber a 37°C pendant 24 h. La présence de Staphylococcus aureus
est confirmée par le test de la catalase.

c. Expression des résultats
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Les colonies suspectées a savoir les colonies de taille moyenne, lisse, brillantes,
pigmentés en jaune.

Couler le milieu Chapman dans les boites
pétries stérile

e ] S— — —

une
goutte ‘
(0,1ml) ?
des
dilutions /
et

10-1 10 -2 10-3 10-4

ensemen
cer avec

e IS REeS GEREESD G
pasteur
stérile

incubation a 37°C pendant 48 h

Figure 13. Méthode du Recherche des Staphylococcus aureus.

4.6. Les leveurs
a. Principe

Les levures .Sont dénombrées sur le milieu Sabouraud glucosé a
4 % et bas incubé 5 jours a 22°C (Guiraud, 2003).

b. Mode opératoire

Le milieu de culture sabouraud est mis aseptiquement dans les boites de Pétries
stériles laisser refroidir aprés ajouter 0,1 ml de lait cru et des dilutions et I'ensemencer par
pipette pasteur stérile. Ils seront ensuite incubés a 22°C pendant 5 jours.

c.Lecture

La lecture se fait par comptage des de colonies jaunes bien individualisées et sporulés
pour les moisissures et des colonies d’aspect blanc mat et de diamétre 1-2 mm pour les
levures (Guiraud, 2003).
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Couler le milieu Saboraud dans les boites pétries
E stérile

) e (el s

Ajouter une
goutte (0,1ml)
des dilutions et ‘
ensemencer
avec pipette /
pasteur stérile

10-1 10 -3 10-4

) () S (S

imcubation a 22°C pendant S jours

Figure 14. Recherche des leveurs.

4.7. Le dénombrement des colonies

On retient les boites contentant de 15 a 300 colonies. Le dénombrement des colonies
est réalisé selon la formule suivante :

N=X¢/ (n1+0.1 n2) d

Yc: Somme des colonies de toutes les boites.

d : le facteur de dilution a partir duquel les premiers comptages ont été obtenus.
n1 : nombre de boites positives de la premiére dilution.

n2 : nombre de boites positives de la deuxiéme dilution.
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1. Résultats et discussion des paramétres physico-chimiques et
biochimiques

Notre étude vise a évaluer la qualité biochimique de lait de vache a différentes
températures a savoir : +25°C°, +4°C. Les résultats obtenus ont prouvé que la température
influe sur la qualité biochimique du lait.

Tableau 6. Résultats d'analyses physico-chimiques et biochimiques de lait cru de vache aux
températures (+25°C°) et (+4°C°)

température +25 +4
paramétre Acidité | pH MS D Cendre | Lactose | AT | Acidité | pH D MS Cendre | Lactose AT
E1l 17 6.57 116 1.028 6 7.5 22.5 19 6.58 | 1.027 118 4 7.3 21.
(58%) (59%) +25°C
E2 16 6.59 | 118 | 1.031 6 7.6 22.5 18 6.63 | 1.030 120 6 7.2 21
(59%) (60%)
E3 18 6.61 | 120 | 1.029 5 / / 17 6.6 | 1.026 123 6 / /
(60%) (61.58%)
Moyenne 17 659 | 118 | 1.029 | 5.66 7.55 22.5 18 6.60 | 1.028 | 120.33 5.33 7.2+25°C 21.1
(59%) (60.19%) +25°C
Ecart type 1 0.02 2 0.001 | 0.57 0.07 0 1 0.02 | 0.002 2.51 1.15 0.070711 0.17
CvV 588 | 030 | 1.69 | 0.148 | 10.18 0.93 0 5.55 | 0.38 | 0.257 2.09 21.65 0.97532 0.83

Acidité : degré dornic ; pH : potentiel hydrogene ; MS : matiere seche en % ; AT : azote
totale ; E1 : échantillon N°1 ; E2 : échantillon N°2, E3 : échantillon N°3 ; CV : coefficient de
variation ; Lactose : g/l ; D : densité ;

1.1 Analyses physico-chimiques
1.1.1. L'acidité

A partir de tableau numéro 06, l'acidité des échantillons trouvé dans cette étude est de
17°D a la température ambiante (+25°C), par contre a la température de réfrigération (+4°C),
elle affiche une valeur de 18°. Cette derni¢re valeur est proche par rapport aux travaux de
certains auteurs (Yaiche, 2006 ; Abidi, 2001; Bousiba et al., 2012 ; Aboutayeb, 2011). La
valeur de I’acidité a la température ambiante (+25°C) est voisine de Saboui et al., 2009.

La mesure de l'acidité Dornique est utile pour vérifier la bonne hygiéne adoptée dans
I'¢levage (Oazzani ,2014).
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1.1.2. PH

Les résultats du pH sont consignés dans le tableau 6. La valeur du pH s’étant entre
6.58 et 6.63, avec une moyenne de 6.59, a la température ambiante (+25°C). En outre, a la
température de réfrigération (+4°C), elle observe une moyenne de 6.60, En conséquence, on
constate que les valeurs du pH sont presque similaires. Ces résultats concordent parfaitement
avec les travaux de Farah et Bachmann (1987) et Bencherif (2005) ; Abu lahia (1998) ;
Labioui et al. (2009). Kamoun(1995) et Saboui et al. (2009) rapportent dans leurs études
des valeurs légérement supérieures.

Le pH du lait de vache est compris entre 6.5 et 6.8 (Bunner, 1981). Un faible
changement du pH du c6té acide, a des effets importants sur 1’équilibre des minéraux et sur la
stabilit¢ de la suspension colloidale de caséine (Alais et Linden, 1994). Le pH regle
¢galement le développement des flores internes et superficielles intervenant dans 1’affinage du
fromage (Ramet, 1985).

Les résultats obtenus dans cette étude ne corroborent pas avec les travaux de Mathieu
(1998). Selon ce dernier auteur, l'acidité varie en sens inverse avec le pH, mais elle a peu
d'influence sur l'abaissement conséquent du pH du lait de vache (Mathieu,1998).

Dans ce méme contexte, le méme auteur (Mathieu, 1998) montre que le pH et I'acidité
d'un lait évoluent avec sa composition : une teneur €élevée en substances acides ; protéines,
anions phosphates, Citrate, acide lactique s'accompagne d'un pH faible et d'une acidité de
titration ¢élevée (Vignola, 2002).

Mahaut et al (2000) ont montré que les valeurs du pH et l'acidité titrable ne sont pas
étroitement liées dans le lait et il n'y a pas de relation linéaire entre les deux ; 'acidité titrable
a un pH donné dépend des teneurs en protéines et en sels minéraux (Mahaut et al., 2000).

1.1.3. Matiére séche

Le taux de la MS déterminé dans le présent travail est égale a 118 g/, (59%) a
(+25°C). Par contre, le taux de la MS trouvé pour (+4°C) est égale a 120.33 g/I, (63%) On
remarque que les résultats trouvés sont comparables et elles sont proches a celle obtenue par
(Yagil, 1982) et (Bouichou, 2009). Cependant, ces résultats sont supérieurs a ceux trouvés
par (Martin et Coulin ,1995). Abou tyeb (2011) et Alais et al. (2008) raportent dans leurs
travaux des valeurs inférieures.

En comparant nos résultats a ceux trouvés en bibliographie, on remarque que notre lait
est moyennement riche en matiere seéche. Ce qui signifie que ce lait est riche en maticre grasse
comme le fait remarquer (Mathieu ,1998). De plus Lecoq (1965) a montré que la mati¢re
séche est abaissée dans les laits altérés (Lecoq, 1965). Ces laits proviennent d'animaux
malades et dans le lait mouillés (Yagil ,1982).

Le faible taux en mati¢re séche peut étre li¢ a I'alimentation, aux facteurs climatiques,
au stade de lactation et a la saison. Le lait de vache en saison chaude marque une chute de
l'extrait sec total (Guettal, 2006).
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1.1.4. Densité

Les résultats de nos échantillons du lait cru illustrés dans le tableau 6 sont comprise
entre 1,028 et 1,031 de moyenne del.029 a (+25°C) et moyenne de 1.028 a+47°C. On
remarque que les résultats de la densité sont presque identiques. Les valeurs des densités
trouvées dans cette étude sont similaires a Belhadia et al, (2012). Rouge et al. (2005) affirme
que la densité renseigne sur le taux de la maticre solide.

Selon Mathieu (1998), la masse volumique du lait (densité) est en fonction de sa
composition. Elle varie avec les taux butyreux et la teneur en mati¢re séche dégraissée. Elle
augmente avec sa richesse en matiere séché dégraissée et diminue lorsque s'accroit son taux
butyreux. Elle est trés souvent utilisée pour déterminer le mouillage du lait (cas de fraudes)
(Mathieu ,1998).

1.1.5. Détermination de la teneur en matiére minérale

Il y'a une variation remarquable entre les deux températures, nous avons trouvé une masse
moyenne de la matiére minérale égale 5.6+0.57g/l a (+25°C®) et a (+4°C®), elle affiche 5.33=1.15g/1.
Ce résultat est proche de celle décrite par (Alais, 1984).

La teneur disponible dans la littérature du lait en minéraux est de 5%. Cette teneur est
tributaire de plusieurs facteurs tels que 1’espéce, la race, le stade de lactation et I’alimentation. Le lait
de vache est pratiquement riche en macroéléments cationiques et anioniques comme le phosphore, le
calcium le potassium et le magnésium (Sassi ,2019).

La quantité des minéraux contenus dans le lait aprés incinération varie de 0,60 a 0,90%. Ils
prennent plusieurs formes. Ce sont le plus souvent des sels, des bases et des acides (Juillard et
Richard, 1996). Le taux de sels minéraux du lait varie dans une large gamme de mesure, selon
I’apport alimentaire, il est plus le plus faible dans le lait d’animaux déshydrates. Elle varie également
en fonction du stade de lactation (Siboukeur, 2007).

1.1.6.Détermination de la teneur en matiére azoté
La teneur en azote est déterminée par la méthode (KJELDAHL, 1983), le coefficient de
conversion utilisée est de 6,25 a +25°C.

Les teneurs en matiére azoté totales des échantillons de lait de vache sont consignés dans le
tableau 1. Les résultats de cette étude relatifs a la matiére azoté totale moyenne sont comprises entre
22,5g/1 a +25°C° et 21,12g/1 a +4°C. Ces résultats sont inférieur a ceux obtenus par (Benaicha et
Sahi, 2009 ; Fredot, 2006) qui affichent des tenecurs (28,9g /1 et 30,65g/1), et (34 a 35 g/L)
respectivement.

Ce taux de la matiére azotée est une composition importante du lait. Il conditionne la valeur du
lait. Plus le taux de la mati¢re azotée est élevé plus le lait est cher au producteur. Par ailleurs, la
concentration des matiéres azotée varie selon la saison, le stade de lactation et le nombre de mises en
bas (Jeantet et al., 2007), Elle varie aussi selon la race, la génétique et 1’alimentation des vaches et
1’état sanitaire de la mamelle. (Courtet, 2010).

Les résultats obtenus dans cette étude montrent que la température ne semble pas avoir d’effet
direct sur la production et la composition du lait dans la gamme (0 et +25°C). Les effets indirects de la
température peuvent cependant étre importants. Une forte augmentation des numérations cellulaires
est fréquemment observée en période estivale (Coulon et Lilas, 1988 ; Agabriel et al., 1995 ; Bony
et al., 2005).
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Des variations de la teneur azotée de I’alimentation font varier la composition Physico-
chimique du lait au niveau des fractions azotées en affectant également sa composition minérale
(Lefrileux et al., 2007).

Les protéines du lait représentent 95% des matiéres azotées totales. (Courtet, 2010).Les
méthodes de dosage des mati¢res azotées du lait, utilisées en routine ou dans les laboratoires de
contrdle de l'industrie laitiére, fournissent des résultats qui ne sont pas directement comparables, car
obtenus par des techniques différentes. La comparaison des résultats obtenus par différentes méthodes
ou d'un laboratoire a l'autre, doit étre basée sur une méthode de référence commune dont la précision
est bonne. La précision est une notion globale qui comprend la fidélité (répétabilité : fait par le méme
opérateur, dans le méme laboratoire ; reproductibilité : comparaison d'un laboratoire a l'autre), la
justesse (comparaison d'une méthode a une méthode de référence) et la sensibilité (Grappin, 1976).

Selon (Malossini et al., 1996), le lait produit par la Brune est le plus riche en matic¢re azotée,
en calcium et phosphore, avec des répercussions positives sur les parameétres technologiques et en
particulier sur la consistance de la coagulation.

1.1.7.Détermination de la teneur en lactose

Les valeurs moyennes du lactose chez la vache affichent des valeurs allant de
7.5540.07g/1 a +25°C° a 7.75+0.6g/1 a +4°C°. Ces résultats sont plus faibles que celles étudiés
par (Mathieu, 1998) (42,8 contre 49,00 g/l) et par le Norme AFNOR (47 et 52 g.L-1.).

Luquet et al. (2005) affirme que la transformation du lactose en acide lactique est
réalis¢ sous l'action de microorganismes spécifiques appelés bactéries lactiques. Selon
(Rosso et al., 1995), la température influence de fagon importante le métabolisme des
bactéries car elle intervient dans la catalyse de nombreuses enzymes. Quand la température du
milieu est loin de la gamme de température requise pour la croissance optimale (+ 4°C a -
10°C), D’activité microbienne est réduite et le microorganisme peut éventuellement se
détruire.

Les taux de lactose varient trés peu au cours de la traite. L’intervalle entre deux traites
modifie la composition du lait et les métabolismes cellulaires sont seulement ralentis
(Hauway, 1996).

Le lait bovin contient une concentration en lactose environ de 4.8 %. Le lactose est le glucide
principal dans le lait de tous les mammiféres ; le lait contient seulement des quantités trés petites, y
compris glucose, fructose, glucosamine, galactosamine, acide neuraminique et oligosaccharides neutre
et acide (Fox et McSwweeney, 1998).

Le refroidissement du lait provoque plusieurs changements et presque toutes les réactions
chimiques et enzymatiques sont retardées (Walstra et al., 2006) ct limite les effets des traitements
thermiques (Fredot, 2005). Sclon (Agabriel et al., 1990), le stade de lactation est considéré comme
étant le facteur le plus étudi¢ qui influence sur la composition du lait.

L’action de la chaleur a une grande influence sur la production laitiére est due en grande partie
a une diminution de I’ingestion et & une augmentation de I’évaporation pulmonaire. Le lait de vache
des pays chauds contient moins de lactose. La thermo-tolérance des animaux varie en sens inverse de
leur production, les animaux les moins productifs sont les plus résistants a la chaleur (Meyer et Denis,
1999).
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2.Résultats et discussion des des Analyses microbiologique

Les résultats des analyses microbiologiques effectuées sur le lait cru a températures
+25°C (ambiante) et +4°C° sont consignés dans le tableau 2.

Tableau 7. Résultat des Analyses microbiologique.

Microorganismes Valeur en UFC/ml Normes (*)
Présence ou absence
+25°C +4°C - — ]
FTAM indénombrable | indénombrable <10°
Coliforme totaux 34,4* 10° absence <10°
Coliforme fécaux 4,6%1 0’ absence <10’
Staphylocoque aureus présence présence Absence
Levures présence présence Absence

(*) : Normes du JOURNAL OFFICIEL N 35 du 27 mai 1998.
FTAM : Flore Aérobie Mésophile Total

2.1. La flore aérobie mésophile totale

Température ambiante (+25°C)

Température (+4 °C)

Figure 15. Résultat de 1a Flore aérobie mésophile totale.

La flore mésophile aérobie totale, 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 et représente un bon indicateur de contamination.
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Les valeurs enregistrées sont indénombrable pour les deux échantillons du lait a
température ambiante et méme pour le lait réfrigéré a +4C°.

D’aprés ces résultat, aucun des deux échantillons répondent aux normes recommandées par le
J.O.R.A., (1998), (<10°UFC/ml).

Selon Faye et Loiseau (2002), la teneur ¢levée en flore totale et la variabilité de la
qualité microbiologiques des laits est li¢ a des facteurs d’¢levage au sain des exploitations, de
1’état sanitaire de I’animal.

L’énumération de cette flore pour les deux échantillons des 2 températures +4°C et
+25°C a montré qu'il existe une contamination significative du lait cru. Cette forte
contamination est sans aucun doute associée au manque d'hygiéne pendant la traite ou au
matériau utilisé pour la traite. En fait, toute la flore aérobie mésophile dépasse les critéres
microbiologiques du lait. Cette forte contamination est sans aucun doute associée a l'écart
hygiénique pendant la traite ou le transport ( Farougou et al., 2011).

2.2. Les coliformes totaux

Pour les coliformes totaux, le lait a température ambiante présente une charge de
34x10° UFC/ml. Ce résultat est supérieur a ceux rapportés par Afif et al., (2008),
avec 3,2x10°UFC/ml, est supérieur aussi aux dénombrements retrouvés par Ouinine et
al.,(2004) qui rapporte un taux1,07.10'UFC/ml, et il est inférieur a ceux rapportés par Kizi et
Mkdoud (2014), avec un taux de 8,15x10°UFC/ml a la région AKBOU et avec
7,3x10°UFC/ml a la région SIDI AICHE JIJLE et on observe une absence totale des
coliforme totaux dans le lait réfrigéré a+4 °C.

D’aprés Magnusson et al., (2007), les liticres 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
également 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 I’équipement laitier.

T° ambiante (+25°C°)

Figure 16. Résultat de dénombrement des coliformes totaux.
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2.3.Les coliformes fécaux

Température ambiante +25 ° C

Figure 17. Résultat de dénombrement des coliformes fécaux.

Les résultats obtenus pour les coliformes fécaux sont de 4,6%10° UFC/ml pour le lait &
température ambiante 25 °C. Ce résultat est inférieur a la norme (JORA 1998) et il est proche
de celui trouvé par (Bdjaoui.N et al., 2016). Eton observe une absence totale de CF dans
I'échantillon du lait réfrigéré a +4°C.

La présence des coliformes fécaux est considérée comme un indice de contamination fécale, il
s'agit donc plutot de marqueurs de mauvaise maitrise d’hygiéne ainsi qu’a la mauvaise manipulation
(Guiraud et ROSEC., 2004).

La recherche de microorganismes indicateurs de la contamination d’origine fécale
permet de juger 1’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).

IIs sont cependant plus nombreux dans les laits de mélange. Leur abondance dans le
lait cru refléte 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 féces et le matériel de traite mal
congu et mal nettoyé (Richard, 1983).

2.4. Staphylococcus aureus

T° ambiante (+25°C°) To(+4°C)

Figure 18. Résultat de la recherche des staphylococcus aureus.
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Pour la recherche des staphylocoques dans les deux températures, les résultats obtenus
sont positifs. Ce qui signifie la présence des staphylocoques, donc les deux échantillons. En
conséquence, ces résultats sont non conformes a la norme du (J.0.R.A., 1993).

Selon Dodd et Booth, (2000), le Staphylococcus aureus est considéré comme une
bactérie pathogeéne majeure, causant des infections mammaires, ces derniéres s’accompagnent

d’une augmentation de la perméabilité entre le compartiment sanguin et le lait.

Les résultats obtenus de la présente étude sont en accord avec ceux trouvés par
(Bensadi et al.,2015 ).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’hygieéne lors des
manipulations a la ferme.

Les principales sources de contamination sont, en premier lieu la mamelle. Les
infections mammaires a Staphylococcus aureus représentent la principale source de la
contamination du lait cru a la production. D’autres sources de contamination sont également a

considérer tel que la machine a traite (Thieulon., 2005).

2.5. Les leveurs

On observe la présence des leveurs dans les deux échantillons. Mais la quantité dans le
lait a T° ambiante et trés élevé par rapport a celle dans le lait réfrigérés (+4 °C).Cependant, il
est difficile d’émettre une conclusion pratique particulier, car ce sont des ¢léments permanents
de I’environnement. IlIs traduisent eux aussi le fait qu’a la cour de manipulation, le lait est tres
expos¢ a I’air ambiante. A partir de ces résultats, on remarque que la présence des colonies
des leveurs n’est pas conforme a la norme dans le journal officiel 1998.

La présence massive des levures dans les deux échantillons peut étre due a une
forte contamination extérieure et une mauvaise hygiéne des locaux de fabrication et de
stockage.

Température ambiant

Figure 19. Résultats de la recherche des leveurs
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Conclusion
Cette étude a porté sur l'effet de la température sur le lait de vache concernant les parametres
physico-chimique, microbiologique au point du vue quantitative et qualitative dans la wilaya de

Khenchela.Deux températures ont été choisies, a savoir la température ambiante +25°C et

température de réfrigération +4°.

Concernant 1’étude physico-chimique, nous avons constaté que le taux de 1’azote total, des sels
minéraux et de lactose, pH et la densité, 1’acidité et la matiére séche restent pratiquement constants

pendant la durée de 1’étude dans la température +25°C. Néanmoins, nous avons noté une légére

variation de ces paramétres a la température de réfrigération +4°.

D’apres les résultats microbiologiques obtenus dans cette étude, le lait cru conservé a

température ambiante et +25°C a 4°C présente un taux de contamination ¢levé en FTAM.

L’influence de la température a été mené vis-a-vis aux parametres physico chimique
(pH, acidité, densité et teneur en mati¢re seche) et microbiologique (la FTAM, les coliformes

totaux et fécaux, staphylococcies aureus, Les leveurs).

Il ressort de cette étude que le lait cru de vache stocké a une température ambiante

+25°Cet/ou +4°C n'a pas réellement d’impact sur ses propriétés physico-chimiques.

Concernant les parametres microbiologiques, on observe une petite variation dans la charge
de staphylococcus aureus et les levures et moisissure. Cette variation est significative pour les
coliformes totaux et fécaux pour les deux températures. En effet, on observe une absence
totale des coliformes totaux et fécaux dans le lait réfrigéré a +4° C. En outre, Une stabilité¢ du
taux de la flore aérobie totale a été observée dans les deux laits a +4° C et 4 25° C. La méme
remarque est observée pour les Levures ou on observe que la température de +4° C n’a pas un

effet significatif sur les parameétres microbiologiques du lait.

En faisant une synthése entre les résultats de I’analyse physico-chimique ceux et 1’analyse
microbiologique, nous pouvons conclure que le taux des compositions de lait ne varie guére en

fonction de la température.

Il serait intéressant de compléter cette étude par la réalisation de dosage des acides gars
volatiles a différentes températures, en utilisant des techniques de séparation et d’analyses plus

sophistiquées tels que la spectrophotométrie a flamme couplée a la chromatographie phase gaz (CPG).
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Annexe




Annexe 01: Le Matériel utilisé
e pH-meétre.
e Dessiccateur.
e (Centrifugeuse.
e Agitateur.
e (Chauffage.
e Réfrigérateur.
¢ Bain-marie (Mammert).
e Doseur d’azote (UDK 126 D —VELP sientifica).
e Four a moufle (Nabertherm).
e Spectrophotométre (JENWAY 6305 UV- Visible).
e Thermométre.
e Agitateur magnétique chauffant (KERN).
e Autoclave (Tuttnauer).
e Balance analytique (KERN).
e Beck Bunsen (Lab.-Heating).
e Compteur de colonies (Funk. GERAER).
e FEtuve (Mammert).
e Four pasteur.

e Vortex.



Annexe 02: La Composition des milieux de culture cités:

Milieu PCA: Plate Count Agar

Tryptone.......coooviiiiiiiiiis i, S5¢g
Extraitde levure...................ceee. 2,5¢
GluCOSe. ...t 4g

Geélose (Agar)......cvvvveiiiiin e 9¢g
Eau distillée.............ooooiiiian. 1dm3

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

Milieu VRBG (Violet, Red, Bile, Glucose Agar)

Extrait de levure .................. 3¢/l
Peptone ..........ooeiiiiiiiiina. 7 g/l
Chlorure de sodium.................. 5 g/l
Sels biliaires............ccoovvvvein.n. 1,5 g/l
Glucose......oovvvvvviens i, 10 g/1
Rouge neutre.......................... 0,03 g/l
Cristal violet....................o oaee. 0,002 g/l
Agar....oooiiiiii e 12 g/l

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

Milieu Sabouraud

Extraitde levure .......................... 5¢/1
GlucoSe .o 20 g/1
Chloramphénicol ........................ 10,1 g/l
Agar .o 11 g/l

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



Le milieu Chapman

Extrait de viande.......................... 3¢/l

Extrait de levure.......................... 3 g/l
Tryptone ........cooeveeiinnnn.n 5¢/1

Peptone bactériologique.......................... 10 g/1
Chlorure de sodium.......................... 70 g/l
Mannitol.................oooen 10 g/l

Rouge de phénol.......................... 0,05 g/1
Agar........ooiiiiiiiiin, 18 g/l

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



