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Résumé

Le présent travail a porté sur I’analyse physicochimique et microbiologique de huit
¢chantillons de lait cru de vaches d’étables provenant de deux laiteries SARL et Sidi Said

situées dans la région d’ Ain Temouchent.

Les analyses physico-chimiques ont montré que les températures et les pH mesurés dans les
huit échantillons de lait cru ont été compris entre 4 et 6 °C et 6.6 et 6.8 respectivement, et cela
a été dans les normes exigées. D’autre part les acidités dornics mesurées sont été de 18,62 +
1,69 °D pour la laiterie SARL et de 20.5 £ 0.25 °D pour la laiterie Sidi Said, ces valeurs sont
superieures aux normes. Les résultats des tests d’alcools et de C.O.B ont été négatifs pour les
quatre échantillons provenant de la laiterie SARL. Par contre la laiterie Sidi Said, a montré un

test d’alcool positif pour trois échantillons, et un test de C.O.B, positif pour deux échantillons.

Les analyses microbiologiques ont montré que le lait de vache de la laiterie de SARL,
contient 1,68 x 10° UFC/ml de la FAMT, 0,71 x 10° UFC/ml de coliformes totaux et 0,95 x
10 UFC/ml de coliformes fécaux. En revanche le lait de la laiterie de Sidi Said contient 6,124
x 10° UFC/ml de la FAMT, 4,97 x 10° UFC/ml de coliformes totaux et 18,95 x 10° UFC/ml
de coliformes fécaux. Les valeurs de ces charges microbiennes respectent bien les normes
exigees par le journal officiel Algérien, sauf la valeur des coliformes fécaux de la laiterie Sidi
Said, qui a été largement supérieure a la norme. Des Staphylococcus aureus, Gram positive et
a catalase positif, ont été présentes dans le lait cru de la laiterie Sidi Said avec une charge
moyenne égal & 5,17 x 10*° UFC/ml, mais totalement absentes dans celui de la laiterie SARL.
Pour les Salmonella on a noté 1’absence totale de ce germe dans le lait cru analyser pour les
deux laiteries.

Au terme de cette étude on peut conclure que le lait de la laiterie SARL, est de bonne qualité
microbiologique, alors que celui de la laiterie de Sidi Said nécessite d’autres tests plus élargis

pour mieux cerner 1’origine des contaminations notées.

Mots-clés : Lait cru, vache, qualit¢ microbiologique, qualité physico-chimique, Ain

Témouchent.



Summary

The present work focused on physicochemical and microbiological analysis of eight samples
of raw cows' milk from two SARL and Sidi Said dairies located in the region of Ain
Teémouchent.

The physicochemical analyzes showed that the temperatures and pH values measured in the
eight samples of raw milk were between 4 and 6 °C and 6.6 and 6.8 respectively, and this
was within the required standards. On the other hand, the measured dornic acidities were
18.62 £+ 1.69 °D for the SARL dairy and 20.5 + 0.25 °D for the dairy Sidi Said, these values
are higher than the norms. The results of alcohol and C.O.B tests were negative for the four
samples from the SARL dairy. On the other hand, Dairy Sidi Said, showed a positive alcohol
test for three samples, and a C.O.B test, positive for two samples.

The microbiological analyzes showed that the dairy milk of the SARL dairy contains 1.68 x
10° CFU / ml of the FAMT, 0.71 x 10® CFU / ml of total coliforms and 0.95 x 10° CFU / ml
of faecal coliforms. On the other hand, milk from the Sidi Said dairy contains 6.124 x 10°
CFU / ml of FAMT, 4.97 x 10° CFU / ml of total coliforms and 18.95 x 10° CFU / ml of
faecal coliforms. The values of these microbial comply the standards required by the Algerian
official journal, except for the value of faecal coliforms from the dairy Sidi Said, which has
been well above the norm. Staphylococcus aureus, Gram positive and catalase positive, were
present in the raw milk of the dairy Sidi Said with an average load equal to 5.17 x 10° CFU
/ml, but totally absent in that of the dairy SARL. For Salmonella, there was a complete

absence of this germ in the raw milk analyzed for both dairies.

At the end of this study we can conclude that the milk of the dairy SARL is of good
microbiological quality, while that of the dairy of Sidi Said requires more extensive tests to

better understand the origin of the noted contaminations.

Keywords: raw milk, cow, microbiological quality, physicochemical quality, Ain

Témouchent.
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Introduction

Introduction

Le lait est une denrée essentielle dans D’alimentation humaine, c’est un fluide
biologique collecté a partir des mammiferes, principalement les vaches laitiéres. C’est un
aliment complet et constitué des principaux nutriments indispensables au développement.
Ainsi chaque pays doit en assurer une production suffisante, et doit prendre toutes les mesures

convenables pour nourrir et entretenir le cheptel bovin.

L’Algérie a lancé en I’an 2000, un plan National de Développement Agricole (PNDA),
a fin de booster le secteur laitier. Cette procédure a permis d’augmenter la production laitiere
nationale a trois milliards de litres en 2011, soit un accroissement de 84% par rapport a
I’année 2000, mais cela est resté insuffisant, et I’Algérie importe ce produit alimentaire et se
classe comme deuxiéme importateur au monde aprés la Chine (Kacimi EI Hassani, 2013),
et le plus grand consommateur de lait au Maghreb, avec 120 litres par an et par habitant
(Kacimi El Hassani, 2013).

Le maintien du secteur laitier, ne doit pas se focaliser uniquement sur l’agent
producteur, qui est la vache, mais aussi sur la qualité du lait collecté. En effet le lait est
considéré comme un milieu biologique complexe, composé de toutes les molécules
nécessaires au développement de microorganismes et sa qualité peut étre affectée par de
nombreux facteurs tels que les contaminations au cours et apres la traite et la présence
d’infections des mamites (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 contrdle microbiologique et biochimique de la

qualité du lait obtenu.

Selon les services vétérinaires de la direction des services agricoles, de tres grands
efforts ont été consentis durant ses derniéres années, dans le domaine de la production laitiére
au niveau de tout le territoire de la wilaya d’Ain Témouchent. La wilaya compte cing laiteries
approvisionnées quotidiennement de lait émanant de différentes fermes; deux laiteries
établies respectivement a Ain EI Arbaa et Oued Sebbah, en plus de deux autres situées dans

les dairas d’Ain Témouchent et cinquieme & Ain El Kihel.
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Actuellement, la wilaya compte plus de 472 éleveurs recenses, ou il a atteint la
production laitiere annuelle 25.050.141 litres (Décembre 2016-Décembre 2017) (DSA. Ain-
Temouchent, 2018). Cependant, a nos jours aucune étude exhaustive concernant la qualité
microbiologique et physico-chimique du lait produit dans cette région n’a été entreprise. C’est

dans ce contexte que s’inscrit notre travail.

L’objectif principal consiste a 1’étude et 1’évaluation de la qualité microbiologique du
lait cru provenant de diverses fermes au niveau de deux laiteries de la région d'Ain

Teémouchent. Pour cela nous avons ciblé les points suivants :

» Un controle physico-chimique du lait cru de vache.
» Un contréle microbiologique du lait cru de vache par recherche et denombrement des
germes de contamination (flore totale, coliformes totaux, coliformes fécaux...), ainsi

que des germes pathogenes (Salmonella sp, Staphylococcus aureus).
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I. Généralité sur le lait cru de vache

1.1. Définition du lait cru de vache

Le lait est un aliment liquide opaque blanc mat, plus ou moins jaunatre. Il n’a pas une
odeur trés prononcée mais reconnaissable. Selon le journal officiel de la république
démocratique algérienne, la dénomination « lait » est réservée exclusivement au produit de la
sécrétion mammaire normale, obtenue par une ou plusieurs traites sans aucune addition ou
soustraction et n’ayant pas été soumis a un traitement thermique (JORA, 1993). En revanche,
le reglement européen ajoute a cette définition que la température de la collecte du lait ne doit
pas dépasser les 40 °C (Deforges et al. en 1999). Alors que les Américains ont été beaucoup
plus précis et ont exigé que la composition du lait doit contenir au minimum un taux de
lipides de 3,25%, et a un taux de produits outre que les lipides de 8,25 % (Eskin et Goff,
2013).

1.2. Composition biochimique du lait cru de vache

Ces exigences demandées dans la définition du lait, explique bien que sa composition
biochimique peut étre variable, et doit étre respectée pour assurer une production laitiere dans
les normes. En fait plusieurs facteurs peuvent influencer la composition du lait, notamment
I’espece, la race, le stade de lactation, I’alimentation des animaux, ainsi que des facteurs
génétiques (Fox et McSweeney, 1998). En générale les majeurs constituants du lait sont

présentés dans le tableau n° 01.

Tableau n°01 : Composition générale du lait cru de vache (Fox et McSweeney, 1998).

Constituants majeurs Variations limites (%)
Eau 86 - 88%
Matiere grasse 3-6%
Protéines 3-4%
Glucides 5%
Minéraux 0.7%
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1.2.1. La matiere grasse

La matiere grasse laitiere représente une source de lipides importante dans 1’alimentation,
elle constitue 3 a 6% des composants du lait. Plus que 98,7% de ces lipides sont des
glycérides neutres, répartis en triglycérides (98,3%), diglycérides (0,3%) et en
monoglycérides (0,03%). Les autres composants lipidiques sont, des acides gras libres (0,1%),
des phospholipides (0,8%), des sphingolipides (0,27%), du cholestérol (0,30%) et des
caroténoides et de la vitamine A (0,002%) (Couvreur et Hurtaud, 2007).

La matiere grasse laitiére s’organise sous forme de globules gras, qui correspondent a un
ceeur de triglycérides entouré par une membrane biologique. Le nombre moyen de ces
globules gras est d’environ 15x 10° par ml, et leur diamétre varie de 0,2 & environ 15pm. La
taille de ces globules joue un rdle dans les propriétés technologiques et sensorielles du lait et
des produits laitiers (Couvreur et Hurtaud, 2007).

1.2.2. Les protéines

Les protéines sont des éléments essentiels au bon fonctionnement des vivants et elles
constituent une part importante du lait et des produits laitiers (3a 4%). Les protéines de lait se
divisent en deux grandes classes, les protéines solubles notamment la B-lactoglobuline et ¢ -

lactalbumine et les protéines a 1’état de suspension colloidale, c’est le cas des caséines

(Leonil, et al., 2013).

Les caséines forment prés de 80% de toutes les protéines présentes dans le lait des
ruminants (soit 25-28 g/L) (Léonil, et al., 2013). Ce sont des phosphoprotéines qui se
regroupement sous formes sphériques appelée “micelle”. Dans un litre de lait, on compte
environ 1,14 x 10 micelles de caséines, avec un diamétre d’environ 50 a 500 nm (Léonil, et
al., 2013). On distingue quatre types de ces protéines, qui sont les caséines qsi, asz, B et k, et

sont dans un rapport molaire respectifde 4;1;3,5et 1,5 (Vignola, 2002).

Une propriété importante des micelles est de pouvoir étre déstabilisée par voie acide ou par
voie enzymatique et de permettre la coagulation; elle constitue le fondement de Ila

transformation du lait en fromages et en laits fermentés (Ramet, 1985).
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1.2.3. Enzymes

D’autres protéines du lait sont des enzymes, on compte environ 30 enzymes différentes,

comme les lactoperoxidases et les phosphatases (Blanc, 1982).
1.2.4. Les glucides

Le sucre principal du lait est le lactose, c’est aussi le composé prépondérant de la matiere
séche totale (Benhila et Melahi, 2015). Il est responsable par son godQt sucré et par sa
concentration élevée de la saveur douce et agréable du lait frais (Romain et al., 2008).

1.2.5. Les minéraux

La fraction minérale du lait est composée de chlorures, phosphates, citrates, sulfates et
bicarbonates de sodium, potassium, calcium et de magnésium (Robinson, 2005). Ces
minéraux sont répartis soit en solution dans la fraction soluble, soit sous forme liée dans la

fraction insoluble (ou colloidale) (Robinson, 2005).

1.2.6. Les vitamines

Sont des molécules complexes de taille plus faible que les protéines, de structure
trés variées ayant un rapport étroit avec les enzymes, car elles jouent un réle de coenzyme
associée a une apoenzyme protéique (Benhila et Melahi, 2015). On classe les vitamines en

deux grandes catégories :

e les vitamines hydrosolubles (vitamines du groupe B et vitamine C) de la phase
aqueuse du lait.
e les vitamines liposolubles (vitamines A, D, E et K) associées a la matiére grasse,

certaines sont au centre du globule gras et d’autres a sa périphérie (Pougheon, 2001).
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1.3. Les facteurs de Variations dans la composition du lait cru de vache

La composition chimique du lait et ses caractéristiques technologiques varient sous 1’effet
d’un grand nombre de facteurs de variation, qui sont bien connus. Ils sont liés soit a I’animal
(Facteurs génétiques, stade de lactation, état sanitaire ...) soit au milieu et a la conduite

d’¢élevage (saison, climat, alimentation...) (Pougheon, 2001).
1.3.1. Facteurs intrinséques
1.3.1.1. Facteurs génétiques

Les differences genétiques entre troupeaux sont en effet faibles, en raison d’une grande
similitude dans les choix génétiques des éleveurs vis a vis des caractéristiques de production
(Agabriel et al., 1993).

La génétique explique une grande part des variations biochimiques, comme le taux
butyreux, et ’on observe des écarts importants aussi bien a I’intérieur d’une race qu’entre les

races (Mansour, 2015).
1.3.1.2. Stade de lactation

Au cours de la lactation, les quantités de la matiere grasse évoluent de fagon inversement
proportionnelle a la quantité de lait produite. Elles sont maximales au cours des premiers jours
de la lactation, minimales durant 2 a 3 mois de lactation et s’accroissent a la fin de la
lactation. Cette augmentation est due en partic a ’avancement du state de gestation, qui
diminue la persistance de la production laitiére pour le taux des protéines et le taux butyreux
(Coulon et al., 1991).

1.3.2. Facteurs extrinseques
1.3.2.1. Alimentation

L’alimentation joue un réle important, elle permet d’agir a court terme et de maniére
différente sur les taux de matiere grasse (taux butyreux) et le taux protéique, elle peut étre
améliorée par des apports spécifiques en acides aminés (lysine et méthionine) (Hoden et
Coulon, 1991).
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Il existe plusieurs types d’aliments favorables a la synthése de la matiére grasse, voire de
I’amélioration du taux butyreux. Par exemples : fourrages et I’ensilage du mais (Hoden et
Coulon, 1991).

1.3.2.2. Saison et climat

L’effet propre de la saison sur les performances des vaches laitieres est difficile a mettre
en évidence compte tenu de I’effet conjoint du stade physiologique et des facteurs
alimentaires (Coulon et al., 1991). Il est cependant possible, en appliquant les techniques
statistiques appropriées a des données mensuelles individuelles nombreuses, de décrire
I’évolution de la production et de la composition du lait au cours de 1’année. Lorsque les
facteurs alimentaires varient peu au cours de I’année ou ne sont pas limitant, on dispose ainsi
d’une bonne estimation de I’effet propre de la saison (photopériode, température...) (Coulon

et al., 1991).
I.4. Les caracteres organoleptiques du lait cru de vache

Juger de la qualité du lait par son goQt et son odeur exige une habileté considérable qui
ne peut étre acquise que par la pratique. L’examen de la consistance, de la couleur, de ’odeur
et de la saveur du lait cru peut apporter certaines indications sur la qualité du produit (tableau
n° 02) (Guiraud, 2003).

Tableau n° 02 : Les caracteres organoleptiques du lait cru de vache (Guiraud, 2003).

Caractéres examingés Caractéres normaux

Couleur Blanc mat, Blanc jaunatre (trés riche en creme).
Odeur Odeur faible

Saveur Saveur agreable

Consistance Homogéne

1.5. Propriétés physico-chimiques du lait cru de vache
Les propriétés physico-chimiques principalement utilisées dans I’industrie laitiére sont

I’acidité dornic, le pH, le point d’ébullition et le point de congélation.
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1.5.1. L’acidité de titration ou I’acidité Dornic

A la sortie du pis de la vache, le lait frais a une acidité naturelle due a la présence de
protéines, de substances minérales et d’acides organiques (CIPC lait, 2011). Puis au fur et a
mesure de la conservation du lait, des bactéries lactiques se développent et de I’acide lactique
se forme par fermentation du lactose. Cette acidité développée conduit a la dénaturation des
protéines (CIPC lait, 2011). Un lait cru frais normal a une acidité titrable de 14°D a 17°D
(Guiraud, 2003).

1.5.2. pH

Le pH représente I’acidité du lait a un moment donné. Le pH d’un lait normal varie entre
6,6 et 6,8, on considére comme anormales les valeurs de pH inférieurs & 6,5 et supérieurs a
9,6 (Vignola, 2002).

1.5.3. Le point de congélation

Le point de congélation originel du lait de vache se situe normalement entre -0,530 °C a
-0,575 °C en moyenne a -0,555 °C. Il est légérement inférieur a celui de I’eau. Un point de
congélation supérieur a -0,530 °C permet de soupgonner une addition d’eau au lait, on vérifie

le point de congélation du lait a ’aide d’un cryoscope (Vignola, 2002).

1.5.4. Point d’ébullition

On définit le point d’ébullition comme la température atteinte lorsque la pression de la
substance ou la solution est égale a la pression appliquée. Le point d’ébullition et légérement

supérieur au point d’ébullition d’eau, soit 100,5°C (Vignola, 2002).
Il. La microbiologie du lait cru de vache

De nombreuses espéces bactériennes sont susceptibles de se développer dans le lait qui
constitue pour elles un excellent substrat nutritif. Au cours de leurs multiplication dans le lait,
elles liberent des gaz (oxygene, hydrogene, gaz carbonique...), des substances aromatiques,
de Tl’acide lactique, diverses substances protéiques, voire des toxines pouvant étre

responsables de pathologie chez ’homme (Institut de I’élevage, 2009).
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Le lait cru est considéré comme peu contaminé s'il renferme quelques centaines a
quelques milliers de germes par millilitre, un lait fortement pollué peut en contenir plusieurs
centaines de milliers & plusieurs millions par millilitre (Ramet, 1985). Dans cette microflore,
les bactéries sont dominantes et conditionnent le plus directement la qualité hygiénique ainsi
que l'aptitude & la conservation et a la transformation de la matiere premiére (Ramet, 1985).

I1.1. Sources de contamination du lait cru de vache

La flore microbienne du lait provient de I’environnement de la traite et de I’animal infecté,

et aussi des conditions du stockage et du transport du lait de la ferme jusqu’a la laiterie.

La croissance de cette flore microbienne est un phénomene complexe qui dépend de
plusieurs facteurs du milieu dont en premier lieu la température, mais aussi le pH, la
disponibilité en nutriments, la salinité et la concentration en oxygene dissous (Institut de
I’élevage, 2009).

» Contamination par I’animal

Le lait d'un animal parfaitement sain trait aseptiqguement, est normalement dépourvu de
micro-organisme, a la sortie de la mamelle le nombre de germes est tres faible généralement
inférieur a 5000/ml (FAO, 1995). lls proviennent de l'extérieur et pénétrent dans la mamelle
par le canal du trayon. Dans le cas d'infections de la mamelle, le nombre de germes augmente
peu, mais ils sont en majorité constitues de bactéries pathogenes, notamment staphylocoques
ou streptocoques (FAO, 1995).

» Contaminations du lait cru au cours de la traite

Trois sources possibles de contamination du lait cru au moment de la traite peuvent étre
distinguées : a lintérieur du pis et a l'extérieur du pis de la vache ainsi que des
microorganismes dérivés de I'environnement de la traite (des trayons souillés de fumier, de

boue, d'aliments ou de litiere) (Murphy et Boor, 2010).
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» Contaminations du lait cru au stade de la production

Le lait recueilli & la ferme par la traite mecanique ou manuelle est soit directement
transporté au centre de ramassage ou il est réfrigéré, soit stocké dans des réservoirs réfrigérés
avant le transport dans le cas d’exploitations importantes. Dans ces conditions, la flore
microbienne est stabilisée. Le lait cru doit étre toujours maintenu au froid, la durée de
conservation de ce lait est courte en raison de la possibilité du développement des germes
psychrotrophes et psychrophiles dans quelques jours (Guiraud, 2003).

» Contaminations du lait cru au cours du transport

Le transport du lait des étables vers les laiteries se fait souvent dans des conditions trées
favorables a la multiplication des micro-organismes. Principalement, les contenants du lait
(bidons) sont souvent a faible ouverture, et donc difficiles a nettoyer, ils peuvent par
conséquent étre de véritables nids bactériens. D’autre part la durée du transport est parfois
longue (temps entre la traite et la pasteurisation supérieur a 4 heures), et a température

ambiante élevée (38-39 °C), ce qui favorise la multiplication bactérienne (Guigma, 2013).

11.2.La flore microbienne du lait cru de vache
11.2.1. La flore originelle

Le lait contient peu de micro-organismes lorsqu’il est prélevé dans de bonnes conditions
a partir d’un animal sain (moins de 10° germes/ml) (Guiraud, 2003). Il s’agit essentiellement
de germes saprophytes du pis et des canaux galactophores, principalement des microcoques

mais aussi des streptocoques lactiques (Lactococcus) et des lactobacilles (Guiraud, 2003).

Le lait cru est protégé contre les bactéries par des substances inhibitrices appelées

« lacténines » mais leur action est de tres courte durée (1 heure environ) (Guiraud, 2003).

10



Synthése bibliographique

11.2.2. La flore de contamination

Le niveau de contamination du lait cru est étroitement dépendant des conditions
d'hygiéne dans lesquelles sont effectuées ces manipulations, a savoir I'état de propreté de
I'animal et particulierement celui des mamelles, du milieu environnant (étable, local de traite),
du trayon, du matériel de récolte du lait (seaux a traire, machines a traire) et, enfin, du

matériel de conservation et de transport du lait (bidons, cuves, tanks) (FAO, 1995).

A noter que le niveau de contamination est généralement moins élevé dans le cas de la
traite manuelle que dans la traite mécanique, car cette derniére met en ceuvre un équipement

plus important et plus difficile a nettoyer (FAO, 1995).

Cette flore peut se composer d’une flore d’altération, qui est capable d'entrainer la

détérioration du lait et une flore pathogéne dangereuse (Guiraud, 2003).
11.2.2.1. La flore d’altération

Elle est responsable de la dégradation des constituants du lait cru comme les lipides et les
proteines et aussi de la détérioration de ses caracteres organoleptiques (Guiraud, 2003).

Parmi ces micro-organismes on trouve la flore aérobie mésophile totale et les coliformes.
+ La flore aérobie mésophile totale

Le terme «germes totaux » ou «flore totale » ou encore «la flore mésophile aérobie
«révivifiable » désigne 1’ensemble des bactéries mésophiles aérobies qui se développent a

30°C pendant 72 heurs en laboratoire sur un milieu nutritif gélose standard.

Le dénombrement de cette flore est un indicateur pertinent pour évaluer le degré de

contamination globale du lait (Institut de I’élevage, 2009).

La flore mésophile aérobie totale nous renseigne toujours sur la qualité hygiénique du lait
cru. C’est la flore la plus recherchée dans les analyses microbiologiques. L’énumération de

cette flore a montré qu’il y a une contamination importante du lait cru pendant toutes les

périodes (Afif et al., 2008).
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4+ Les coliformes

Sont des bactéries de Gram négatif non sporulées, aérobies ou anaérobies facultatives
capables de se multiplier en présence de sels biliaires et de fermenter le lactose avec
production d’acide et de gaz (CO; et Hy). Ce sont des entérobactéries moyennement acidifiant
(pH=5). Les coliformes se répartissant en 2 groupes distincts (Institut de I’élevage, 2009) :

v' Les fécaux dont I’origine est le tube digestive; ils sont détectés a 44°C.
v Les non fécaux ou les totaux dont I’origine est I’environnement générale des vaches ;

ils sont détectes a 30°C.

L’existence des coliformes totaux n’indique pas nécessairement une contamination fécale
directe du lait, mais elle est considérée comme un indicateur de mauvaises pratiques
d’hygiéne et sanitaire durant la traite et la manipulation. De plus la présence de ces germes
dans le lait peut étre liée a une contamination par les déjections de la vache, le sol et I’eau
utilisée (chye, 2004).

11.2.2.2 La flore pathogene

Dans le lait cru, les germes pathogénes susceptibles d'étre rencontrés sont
Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Listeria monocytogenes et Salmonella. Leur
présence devra €tre examinée dans une perspective d’analyse du risque encouru par le

consommateur vis-a-vis de ces micro-organismes (Brisabois et al., 1997).
+ Staphylococcus aureus

Ce sont des bactéries sphériques, appelées coques, a Gram positif. Ils sont souvent

regroupés en amas (Brisabois et al., 1997).

S. aureus a une importance aussi bien économique qu’hygiénique, sa présence dans les
aliments représente un risque pour la santé humaine et elle est aussi considérée comme un
agent pathogéne majeur impliqué dans les mammites des vaches laitieres (Hamiroune et al.,
2017).
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4+ Salmonella

Les Salmonella sont des bactéries Gram négatif de type aérobie-anaérobie facultatif
appartenant a la famille des enterobacteriaceae et possédant toutes leurs caractéristiques
biochimiques (Brisabois et al., 1997). Elles constituent la cause majeure des infections du
tractus digestif humain, liées a la consommation de denrées alimentaires d’origine animales

comme le lait cru (Van immerseel et al., 2005), sa recherche ainsi est d’un grand intérét.
11.3. Contrdle bactériologique du lait cru de vache

L’appréciation de la qualité bactériologique du lait cru consiste a la recherche des germes
nuisibles (FAMT et Coliformes) qui sont responsables de [I’altération de la qualité
organoleptiqgue du lait cru et a la détection de la présence des germes pathogeénes
(Staphylocoques et Salmonella) qui peuvent étre génants pour le consommateur (Brisabois et
al., 1997 ;Guiraud, 2003). Les contrdles microbiologiques du lait cru doivent permettre de
garantir une bonne qualité hygiénique et marchande du produit. Cette analyse est basée sur la

recherche suivante :

e Les germes d’altération : FAMT qui est un indicateur de la qualité sanitaire
global de lait.

e Les germes potentiellement pathogénes pour le consommateur : les
staphylocoques et salmonella qui sont des indicateurs de vérification des
bonnes conditions hygiéniques du personnel dans le local de la traite.

e Les germes de contamination : les coliformes totaux, les coliformes fécaux qui

sont des indicateurs de contamination fécale.

11.4. Action de la flore du lait cru de vache
11.4.1. Aspect sanitaire

La plupart des maladies graves sont transmises par des germes pathogenes qui peuvent étre
présents dans le lait (Guiraud, 2003). Le tableau suivant donne les principaux germes ainsi

que les maladies qu’ils provoquent.
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Tableau n°03 : Les principales maladies transmis par le lait cru (Guiraud, 2003).

Les germes pathogeénes du lait cru Les maladies
Staphylocoques aureus Toxi-infections Alimentaires
shigelle, Dysenterie

Brucella, la fievre de Malte

Listeria monocytogenes la listériose
Mycobacteriumbovis et tuberculosis, la tuberculose

Bacillus anthracis Charbon

Escherichia Coli Intoxication

11.4.2. Aspect d’altération

De nombreux micro-organismes peuvent se développer abondamment dans le lait en
entrainant par leur action des modifications de texture et de gout, ces altérations vont
dépendre des conditions de stockage du lait (aération, température) et des traitements qu’il

subit (Guiraud, 2003). Parmi les principales activités des micro-organismes dans le lait :

La lipolyse : Est une réaction enzymatique de dégradation de la matiere grasse qui se traduit
dans le lait par une augmentation de la teneur en acides gras libres. Cette augmentation
provoque une modification dans le gout du lait (Kuzdzal Savoie, 1982 ; Heuchel et al.,
2003).

Surissement et acidification avec coagulation : La plupart des micro-organismes du lait
sont capables de fermenter le lactose en produisant une acidification qui entraine la
coagulation de la caséine. Cette coagulation se produit a partir du pH 4,6. Parmi ces micro-
organismes on peut citer Lactococcuslactis, les microcoques et les lactobacilles (Guiraud,
2003).

Protéolyse : Les laits de vache renferment différents enzymes protéolytiques susceptibles de
provoguer des modifications des constituants du lait lors de son stockage a basse température
et entrainer l'apparition de défauts dans certains produits laitiers ou bien des pertes rendement.
Certains sont présents naturellement dans le lait, d'autres sont sécrétés par des micro-

organismes (Miranda, 1984).
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Mateériels et méthodes
I. Cadre d’étude et présentation des unités

Le but principal du présent travail est I’évaluation des qualités physico-chimiques et
microbiologiques du lait cru de vache, collecté dans la wilaya d’Ain Témouchent. L’étude a
été menée durant la période s’étalant de février a Mai 2018, des huit échantillons de lait ont
été prélevés au niveau de deux laiteries, qui sont des sociétés privées de production du lait de
sachets pasteurise, elles disposent d’une gamme vari€e en produit a base de 100% lait cru de

vache :

e La laiterie «<SARL» située dans la zone industrielle d’Ain Témouchent, et c’est une
societe a caractére unipersonnel de monsieur Midkind fondée en 2017. Cette laiterie
est conventionnée avec 3 collecteurs et 48 éleveurs laitiers.

e La laiterie «SIDI SAID» située dans la zone industrielle d’Ain Témouchent, et ¢’est
une société a caractére unipersonnel de monsieur Madjaoui fondée en 2010. Cette

laiterie est conventionnée avec 30 éleveurs laitiers.
Il. Echantillonnage

Des huit échantillons de lait cru ont été collectés dans des flacons stériles de 500 ml d’une
facon aseptique au niveau de chaque laiterie, puis acheminés immédiatement dans une
glaciére vers le laboratoire de microbiologie du Centre Universitaire Belhadj Bouchaib - Ain
Témouchent. Des leur arrivée au laboratoire les échantillons ont fait 1’objet d’une série

d’analyses physico-chimiques et microbiologiques.
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I11. Méthode d’analyse

La méthodologie de travail adoptée dans cette étude est récapitulée dans la figure suivante :

Lait cru de vache

g ~.

Analyse physico-chimique Analyse microbiologique
» Test d’ébullition » Test de la réductase
» Test d’alcool » Dénombrement de la flore totale
» Mesure de la température aerobie meésophile, des coliformes
» Mesure de pH fécaux et totaux, des staphylocoques.
» Dosage de I’acidité titrable » Recherche de la salmonelle.

Figure n° 01 : Schéma récapulatif de la procédure expérimentale.

I11.1. Analyses physico-chimiques du lait cru de vache

Avant le préléevement, le lait de mélange est bien agité pour une bonne homogenéisation

ensuite un échantillon de 100 ml est préleve dans un flacon.
I11.1.1. Evaluation organoleptique

Chaque échantillon de lait a été minutieusement examing, et nous avons noté les

observations sur les aspects suivants : I’odeur, la couleur, la saveur et la consistance.
111.1.2. Détermination de la température

La mesure de la température du lait cru est effectuée au moment du prélevement au moyen
d’un thermométre a usage alimentaire. Ce dernier a éte plongé pendant quelques minutes dans
le flacon contenant le lait, la lecture de la température s’effectue directement sur la graduation

du thermométre.

16



Matériels et méthodes

111.1.3. Mesure du pH

La détermination du pH est réalisée directement en plongeant 1’électrode du pH meétre
(ORP, BPH-231) dans un bécher contenant une quantité de lait a analyser. Le résultat
s’affiche directement sur le cadran du pH meétre.

111.1.4. Détermination de ’acidité titrable ou acidité dornic

L’acidité peut étre titrée de fagon précise a I’aide de soude dornic (N /9). En présence de
Phénolphtaléine comme indicateur coloré (Guiraud, 2003) par la procédure suivie :
1. Prenez 10 ml de lait est placé dans un bécher de 100 ml en présence de 0.1 ml de
phénolphtaléine a 1% préparé dans I’alcool a 95%.
2. La soude (0,IN) est ajoutée a la burette jusqu’au virage au rose de I’échantillon : la
coloration rose doit étre persistée au moins 10 secondes.
3. Cette acidité est exprimée en degré Dornic (°D), qui correspond au nombre de 1/10°de ml

de soude dornic N/9 nécessaire pour assurer le virage de la phénolphtaléine.

Acidité (°D)=10 x V

V: le volume en ml de la soude nécessaire au titrage.
111.1.5. Test d’alcool

Le test d'alcool est utilisé pour I'évaluation rapide de la stabilité du lait pour des traitements
ultérieurs en particulier la condensation et la stérilisation. Le test d'alcool est utile comme
indication de I'équilibre minéral du lait et non comme indice d'acidité développée. Pour

réaliser ce test nous avons suivi les étapes suivantes :

1. Prenez 5 ml de lait dans un tube a essai.
2. Ajoutez une quantité égale de 75% d'alcool éthylique.
3. Mélangez le contenu du tube a essai en l'inversant plusieurs fois.

4. Examinez le tube et notez toute coagulation.
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5. Si une coagulation s'est produite, de fines particules de caillé seront visibles sur la surface
interne, la présence de flocons ou de caillé indique un test d'alcool positif. Ces échantillons
sont rejeteés.

I11.1.6. Test d’ébullition (Clot on boiling, C.O.B.)

Le lait acidifié coagule a 1’¢bullition. Un tube contenant un volume de 5 ml du lait est
porté au bain marie a 100 °C pendent 5 min puis examiné. Le lait normal ne coagule pas.
Lorsque I’acidité dépasse 21 °D, la coagulation débute a 28 °D, le lait se prend en masse
(Guiraud, 2003). Les étapes nécessaires pour réaliser ce test sont comme suit :

1. Prenez 5 ml de lait dans le tube a essai.

2. Mettez ceci sur un bain d'eau bouillante pendant 5 minutes.

3. Retirez le tube du bain-marie sans le secouer.

4. Notez toute odeur d'acide ou particules préecipitées sur les cotés du tube a essai.

5. L’échantillon présentant des particules précipitées est enregistré comme positif test de

C.0.B.

I11. 2. Analyse microbiologique du lait cru de vache

Parmi les grands types de flores microbiennes habituellement dénombrés dans les laits crus,
sont systématiquement mis en évidence : la flore aérobie mésophile totale, coliformes totaux,
coliformes fécaux, Staphylococcus aureus, et Salmonelles selon Journal Officiel Algérien en
2017 qui citées les normes acceptables des ces germes dans le lait cru. Les méthodes

suivantes ont été utilisées.
111.2.1. Vérification rapide de la qualité microbiologique du lait : Test de la réductase

Ce test donne une idée sur la quantité de germes présents dans le lait, de leur activité et de

leur vitesse de multiplication.
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» Principe

La plupart des bactéries se multipliant dans le lait sont capables, grace a I’action de leur
réductase, d’abaisser le potentiel d’oxydoréduction jusqu’a décoloration d’un indicateur

rédox, on utilise généralement le bleu de méthyléne (Guiraud, 2003).

» Procédure

1. Prenez 10 ml de lait dans un tube a essai.

2. Ajoutez un ml d’une solution de bleu de méthyléne a 5mg/100ml d’eau distillée.
3. Mélangez le contenu du tube a essai en l'inversant 2 a 3 fois.

4. Incubez & 37 °C dans un bain-marie.

5. Retournez les tubes toutes les heures.

6. Faites une lecture au bout de 2 heures, puis éventuellement au bout de 4 heures.

» Expressions des résultats

Le temps de décoloration du bleu de méthylene donne une mesure du niveau de

contamination du lait (Tableau n°04).

Tableau n°04: Classement des laits en fonction des tests de réduction (Guiraud, 2003).

Note | Appréciation Temps de reduction du bleu de méthylene
1 Lait contaminé t <2h (<1h 30)
2h <t <4h

2 Lait peu contaminé
1h30<t<3h

3 Lait de bonne qualité t>4h (> 3h)
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111.2.2. Préparation des dilutions

La préparation des dilutions pour les analyses microbiologiques se fait par la mise en

¢volution d’un Iml de solution mére (lait de mélange) dans 9ml de solution d’eau
physiologique (Mansour, 2015).
Nous avons préparé les dilutions décimales suivantes : de solutions sont obtenues en
melangeant un volume déterminé de la dilution primaire, avec 9 fois le méme volume de
diluant approprié et en répétant cette opération sur chaque dilution ainsi préparée jusqu'a
obtention d'une gamme de dilutions décimales appropriée pour lI'ensemencement des milieux
de culture (fig.2) (JORA N°70, 2004).

1ml lmi lmi
oy () -
N
Lait cru P L —
e p—
Fml 9ml 9ml
H N -
101 102 1073

Figure n° 02 : Préparation des dilutions décimales dans I’eau physiologique a 0.9%.

111.2.3. Dénombrement de la flore aérobie mésophile totale
» Principe

La flore aérobie mésophile a été dénombrée par comptage des colonies aprés culture sur
PCA ensemencées et incubées pendant 3 jours a 30 °C. Cette méthode est la plus courante et

la plus pratique pour établir le niveau de contamination globale du lait (FAO, 1995).

20



Matériels et méthodes

» Mode opératoire

Le dénombrement de la flore aérobie mésophile totale est effectué a partir des dilutions
10", 102 et 10°. Porter aseptiquement 1 ml de chaque dilution dans une bofte de Pétri vide,
puis ajouter 15 ml de gélose PCA fondue et refroidie a 45 + 1 °C. Pour homogénéiser
I’inoculum a la gélose, faire des mouvements circulaires et de va-et-vient. Laisser solidifier,

puis incuber a 30 °C pendant 72h (Ghazi et Niar, 2011).
> Lecture

Ces bactéries se traduisent par I’apparition de colonies blanchatres en masse a la surface de
la gélose PCA. Le comptage des colonies se fait sur les boites qui ont un nombre compris
entre 30 et 300 colonies et le nombre de micro-organismes par ml est calculé a I’aide de la

formule suivante :

>C
V (np +0,1ny) d

> ¢ : somme totale des colonies comptées.

n; . nombre de boites comptées dans la premiere dilution.
n,: nombre de boites comptées dans la seconde dilution.
V : volume de solution déposée (1ml).

d: le facteur de dilution partir duquel les premiers comptages ont été obtenus.

111.2.4. Dénombrement des coliformes totaux et fécaux

» Principe

Les coliformes sont des entérobactéries capables de se multiplier en présence de sels
biliaires et peuvent fermenter le lactose en acide et avec production du gaz (CO, et H,). Ces
bactéries sont révélées en présence de rouge neutre par la formation de colonies roses ou

rouges sur Mac conkey (Institut de 1’élevage, 2009).
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» Mode opératoire

Le dénombrement des coliformes a été réaliseé sur milieu Mac conkey. La séparation entre
coliformes totaux (CT) et coliformes fécaux (CF) est basée sur la température d’incubation
qui est 37 °C pendant 24 heures pour le dénombrement des coliformes totaux et 44 °C pour
les coliformes fécaux (Afif et al., 2008). L’ensemencement est effectué en profondeur des
dilutions de 10" 10°,

> Lecture
Les coliformes apparaissent en masse sous forme de petites colonies de couleur rouge
foncé sur la surface de la gélose Mac conkey.

111.2.5. Recherche et dénombrement des staphylocoques aureus

» Principe

Staphylococcus aureus sont des bactéries qui apparaissent sous forme de colonies noires
résultant de la réduction du tellurite en tellure, qui sont entourées par un halo transparent qui
signifie la présence des lipoprotéinases. Un test a la coloration de Gram, un test de la catalase

et, le test de coagulase sont utilisés par la suite pour confirmation.
» Mode opératoire

Le milieu utilisé était le Baird-Parker additionné de jaune d’ceuf et de tellurite de
potassium. Il a été préalablement coulé dans les boites de Pétri, 0,1 ml de la dilution a été
ensemencé en surface dans la boite de Pétri. Une pipette pasteur stérile a été utilisée pour
étaler les 0,1 ml sur toute la surface. Apres incubation des boites a 37 °C pendant 24 a 48

heures (Hamiroune et al., 2017).
» Lecture

Les colonies des Staphylococcus aureus apparaissent des colonies noires avec un halo

transparent.
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> Test de confirmation

4+ Coloration de Gram

La coloration de Gram est utilisée pour distinguer entre deux groupes bactériens, les
Gram positives et les Gram négatives ; Staphylococcus aureus sont des cocci a coloration de
Gram positive.

+ Recherche de la catalase

Le test de la catalase permet de vérifier si une bactérie posseéde 1’enzyme de la catalase
ayant comme utilit¢ de dégrader le peroxyde d’hydrogéne (H,0,) en eau (H,0) ainsi qu’en
oxygéne (O,). Sa recherche consiste a mettre en contact la colonie avec de 1’eau oxygénée a
10 volumes sur une lame de verre. On remarque une effervescence due a un degagement

gazeux (formation des bulles) qui traduit la présence de cette enzyme (Tankeshwar, 2013).
+ Recherche de la coagulase

Le test de coagulase est utilisé pour différencier Staphylococcus aureus (positif) de
Staphylococcus négatif a la coagulase. Elle se fait par I'addition de 0,5 ml de plasma de lapin
a 0,5 ml de la culture bactérienne. Et l'incubation se fait a 37 °C pendant 24 heures. La
formation d'un coagulum indique la présence d'une coagulase (Tankeshwar, 2013). (Ce test

n’a pas été réalisé, dans ce travail !).
111.2.6. Recherche et dénombrement les salmonelles
» Principe

La gélose Hektoen est un milieu sélectif différentiel des bactéries entéro-pathogenes,
particulierement les salmonelles. La composition du milieu permet la différenciation des
colonies fermentant rapidement un des 3 sucres (la salicine, le saccharose et le lactose). Par le

virage du bleu au rouge-saumon et/ou produisant de I’H,S (centre noir).
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Les salmonelles n'attaquant aucun de ces glucides. Et capable la production d'H,S a partir
de thiosulfate du milieu Elle se traduit par I'obtention de colonies bleu —vert a centre noir.

» Mode opératoire

Sont recherchées en trois étapes, un pré-enrichissement a été fait par une mise en
suspension de 25 ml de I'échantillon dans 225 ml d'eau peptonée tamponnée (EPT) .Ce
bouillon est incubé a 37 °C pendant 16 a 20 heures. Suivi d’un enrichissement sur Bouillon
Sélénite-cystéine (BSC) 24 heures a 37 °C (Bachtarzi et al., 2015). Puis le dénombrement
et ’isolement ont été réalisés sur le milieu Hektoen par ensemencement de 1ml en surface
dans la boite de Pétri. Apres incubation 24 heures a 37 °C (Tir et al., 2015).

» Lecture

Les salmonelles apparaissent comme des colonies bleu-vert avec un centre noir sur le

milieu Hektoen.
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Figure n°03 : Protocole de la recherche des germes de lait cru de vache.
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Résultats et interprétation
I. Résultats des analyses physico-chimiques du lait cru de vache

Les tests organoleptiques de nos échantillons provenant des deux laiteries, ont montré un
liquide de couleur blanc mat, d’une odeur faible, d’une saveur agréable et d’une consistance
homogeéne.

Les résultats des analyses physico-chimiques effectuées sur les échantillons du lait sont
donnés dans les tableaux n°5, n°6, n°7 et n°8.

I.1. Température, pH et acidité dornic

La comparaison des résultats obtenus avec les valeurs standards données par la littérature
montre bien que les températures et les pH mesurés dans les deux échantillons des deux
laiteries sont comparables aux valeurs normales. Ces dernieres sont comprises entre 4 et 6 °C
pour la température (Mottar, 1984), et 6,6 et 6,8 pour le pH (Vignola, 2002). En revanche
I’acidité de nos échantillons exprimée en acidité dornic, est trouvée légérement supérieure a
savoir 18,62 = 1,69 °D pour la laiterie SARL et 20.5 + 0.25 °D pour la laiterie Sidi Said, alors

que les normes sont comprises entre 14 et 17 °D (Guiraud, 2003).

Tableau n°05 : Etude physico-chimiques du lait cru des deux laiteries : température,

pH et acidité dornic.

Parameétres physico-chimiques
Echantillon Laiterie SARL L aiterie Sidi Said
T (°C) pH Acidit¢ | T (°C) pH Acidité
(°D) (°D)
El 4 6,79 14 4 6,85 18
E2 5 6,68 185 5 6,36 23
E3 S5 6,65 20 4 6,57 21
E4 5 6,77 22 4 6,03 20
Moyenne 4,25+ 20,5 +
+écart-type 4,75 +0,12 6,72 +0,024 | 18,62+1,69 012 6,32 +0,14 0.25
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|.2. Test de I’alcool

Le test d’alcool est utilisé pour une évaluation rapide de la stabilité du lait durant les
procedés industriels, notamment la condensation et la stérilisation du lait (Ramakant, 2006).
Un test positif est noté par une coagulation. L’étude des 8 échantillons, montre bien que les
quatre échantillons provenant de la laiterie SARL n’ont montré aucune coagulation, ce qui
indique que c¢’est un lait normal, alors que trois échantillons de la laiterie Sidi Said ont donné
un test d’alcool positif, ce qui permet la question sur son utilisation ultérieure (Tableau n°06,
Figure n°04).

Tableau n°06: étude physico-chimique de lait cru de vache : test de I’alcool 75%.

Laiterie Echantillons Présence (+) ou absence (-) de la coagulation
El -
E2 -
SARL E3 -
E4 -
El -
E2 +
Sidi Said E3 +
E4 +

(a) (b)
Figure n°® 04: Test de I’alcool 75%.(a) présence de la coagulation, (b) absence
de la coagulation.

27



Résultats et interprétation

1.3. Test le C.O.B (Clot on boiling)

Le C.0O.B est un test rapide pour la détermination de la qualité du lait et voir si il est
approprié a la pasteurisation et a I’ébullition. L’observation de nos huit échantillons a montré
un test de C.O.B négatif pour tous les quatre échantillons provenant de la laiterie de SARL,
mais un test positif de deux échantillons prélevé de la laiterie Sidi Said, ce qui indique
généralement que ce lait a développé une acidité supérieure a 0.17%, et ne doit pas étre utilisé
(Ramakant, 2006) (Tableau n°07, figure n°05).

Tableau n°07: étude physico-chimique du lait cru de vache: test de C.O.B.

Laiterie Echantillons Présence (+) ou absence (-) de la coagulation

El -
E2 -
SARL E3 -
E4 -
El -
E2 +
E3 -
E4 +

Sidi Said

Sidi Said

(@) (b)

Figure n°05:Test de C.0.B. (a) absence de la coagulation, (b) présence de la coagulation.
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Il. Les résultats des analyses microbiologiques du lait cru de vache

11.1. Test de la réductase

Le temps de réduction du bleu de méthylene donne une indication sur le nombre et

I’activité des bactéries dans le lait. Un lait de bonne qualité hygiénique, peut rester coloré

pendant 3 a 4h, alors qu’un lait de mauvaise qualité se décolore en 30 min (Guiraud, 2003 ;

Ramakant, 2006). En utilisant ces normes, on peut dire que le lait provenant de la laiterie

SARL, est un lait de bonne qualité hygiénique, tous les échantillons sont restés colorés

pendant 3h, par contre la laiterie Sidi Said, a présenté des échantillons a caractere contaminé,

notamment E3 et E4, dont la coloration du bleu de méthyléne n’a pas persisté plus que 30 min
(Tableau n°08, figure n°06).

Tableau n°08: Etude physico-chimique du lait cru de vache : test de réductase.

Laiterie Echantillons Temps Observation
El
E2 3h Pas décoloration
SARL E3
E4
El 3h Pas décoloration
Sidi Said E2 2h Décoloration
E3 30min Décoloration
30 min Décoloration

Figure n° 06: Résultats du test de réductase (A : pas décoloration, B : décoloration).
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Les analyses microbiologiques du lait cru de vache reposent sur le prélevement de
quatre échantillons de chaque laiterie (SARL et Sidi Said). Les résultats de cette analyse sont
comparés avec les normes citées dans le Journal Officiel de la République Algérienne n°39 du
02 juillet 2017 (JORA, 2017). Ces résultats donnent le dénombrement des flores qui existent

dans le lait cru (Tableau n°09).

Tableau n°09: Critéres bactériologiques du lait cru (JORA, 2017).

Normes UFC/ml
] _ Normes satisfaisant | Normes acceptable

Micro-organismes . N

<m <M
Lait cru Germes aérobies a 30°C 3.10° 3.10°
Coliformes thermo tolérants 5.10° 5.10°

Staphylocoques aureus 10° 10°

Salmonella Absence

* Le symbole m représente la limite permettant de répartir les échantillons en 2 groupes: les
satisfaisants (valeur < m) et les insatisfaisants (valeur > m).

* Le symbole M le seuil limite d’acceptabilité.
11.2. La flore aérobie mésophile totale

On observe différents types de colonies de la flore aérobie mésophile totale (FAMT) sur
milieu PCA. Ces colonies sont de petite et de grande taille avec différentes couleurs : blanche

ou jaune de forme circulaire en masse et lisse (Figure n°07).
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B : Laiterie SARL

A : Laiterie Sidi Said

Figure n°07: Aspect des colonies des FAMT sur milieu PCA.

Le tableau n°10, représente les résultats du dénombrement da la flore mésophile totale
dans les différents échantillons. Le lait cru de vache examiné collecté a partir de la laiterie
SARL contient une charge variable de la FAMT, entre les échantillons prélevés, située entre
0,355 x 10°% et 4 x 10° UFC/ml, avec une moyenne de 1,68 x 10° UFC/ml. En revanche, les
échantillons collectés a partir de la laiterie Sidi Said contiennent une charge variable de la
FAMT entre 0.465 x 10° et 11,047 x 10® UFC/ml, avec une moyenne de 6,124 x 10° UFC/ml.
Ces résultats sont conformes avec les normes du Journal Officiel, qui exige une valeur qui
n’excéde pas 3 x 10° UFC/mI (Tableau n°09). De ce fait, nous pouvons conclure que les huit

échantillons des deux laiteries sont de qualité hygiénique satisfaisante.

Tableau n °10: Dénombrement de la FAMT dans les différents échantillons de lait cru

analyses (UFC/ml).
Echantillon Nombre N (UFC/mI)
laiterie SARL Laiterie Sidi Said
E1l 4x10° 1,78x10°
E2 2,06x10° 0.465x10°
E3 0,3x10° 5,545x10°
E4 0,355x10° 11,047x10°
Moyenne 1,68x10° 6,124x10°
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11.3. Coliformes totaux et fécaux

Sur la figure n°08, on observe les colonies des coliformes qui apparaissent sur la surface

de la gélose Mac conkey en masse sous forme de petites colonies de couleur rouge foncé.

A : Laiterie Sidi Said . B: Laiterie SARL

Figure n° 08: Aspect des colonies des coliformes sur milieu Mac conkey.

Selon le tableau n°11, on remarque que la valeur moyenne des coliformes totaux dans le
lait cru de vache est égal & 0,71 x 10° UFC/ml et 4,97 x 10° UFC/ml pour les deux laiteries
SARL et Sidi Said respectivement. Ces valeurs ne dépassent pas la norme exigées par le

journal officiel Algérien (tableau n° 09).

En ce qui concerne les valeurs moyennes des coliformes fécaux trouvés dans le lait cru, on
note une valeur normale égale & 0,95 x 10° UFC/ml pour la laiterie SARL, mais une valeur
supérieure aux normes exigées, et qui est de 18,95 x 10° UFC/ml pour la laiterie Sidi Said
(Tableau n°11).
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Tableau n°11 : Dénombrement de la coliformes dans les différents échantillons de lait cru

analysés (UFC/ml).
Laiterie SARL Sidi Said
Coliforme Coliforme Coliforme Coliforme
Echantillon totaux | fécaux (x10%) | totaux | fécaux (x10°%)
(x10%) (x10%)
El 0,04 0,118 4,87 1,89
E2 1,38 1,78 9 Absence
E3 Absence Absence 1,05 36
E4 Absence Absence Absence Absence
Moyenne 0,71 0,95 4,97 18,95

11.4. Staphylococcus aureus

Les colonies de Staphylococcus aureus sur le Baird Parker sont des colonies noires

entourées d’un halo transparent (Figure n°09).

A : Laiterie Sidi Said

B : Laiterie SARL

Figure n° 09: Aspect des colonies Staphylococcus aureus sur milieu Baird Parker.
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L’observation des deux échantillons, nous permet de révéler la présence de Staphylococcus
aureus dans le lait cru de vache de la laiterie Sidi Said avec une charge moyenne égal a

5,17x10° UFC/m, ce résultat n’est pas conforme & la norme algérienne.

Par contre les échantillons du lait cru de vache provenant de la laiterie SARL, ont montré une
absence totale de Staphylococcus aureus (Figure n°10).

6000 1~
) -
5000 + _ staphylococcus aureus
4000 S
3000 + ] T
- o
2000 o
—
1000 X
’ anQ-
O T T T
SARL Sidi Said

Figure n°10: Dénombrement de staphylococcus aureus (UFC/ml).

Les colonies de Staphylococcus aureus repérées dans le lait provenant de la laiterie Sidi Said
examinées par coloration de Gram et le test de catalase, ont montré que ce sont des cocci a
coloration de Gram positive et a catalase positive (Figure n°11,12 et 13).
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Figure n° 12: Résultat du test de
catalase positive.

Figure n°11: Observation microscopique
des Staphylocoques aureus a coloration de
Gram positive.

11.5. Salmonelles

Pour les Salmonella on remarque 1’absence totale de ce germe dans le lait cru analysé pour les

deux laiteries (Figure n°13).Ces résultats concordent bien avec les normes du Journal Officiel

(Tableau n°09).

B: Laiterie SARL

A : Laiterie Sidi Said

Figure n° 13 : Absence des colonies des Salmonella sur milieu Hektoen.
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Discussion

Le lait est une source importante de protéines animales, de vitamines, de sels minéraux,
et d’acides gras essentiels pour la croissance des enfants et des jeunes adultes (Eskin et Goff,
2013). La principale origine du lait est la vache laitiére, bien que dans certains pays, il peut

étre obtenu a partir d’autres espéces de mammiféres (Eskin et Goff, 2013).

Les qualités physico-chimiques et microbiologiques du lait cru sont trés importantes,
elles indiquent la potentialité de son utilisation ultérieure, soit pour la consommation directe
apres pasteurisation soit pour son utilisation comme matiére premiére dans les laiteries pour la

fabrication des produits laitiers (Bachtarzi et al., 2015).

Cette qualité du lait cru peut varier largement en fonctions de plusieurs facteurs, citons
I’espece, les conditions d’¢élevage, la nature de la traite qui peut étre manuelle ou automatisée,
les mauvaises pratiques hygiéniques des trayeurs (eau de traite de mauvaise qualité, ustensiles
de traite mal lavés, mains sales des trayeurs, particules de bouses passant dans le lait lors de la
traite, mamelles sales non nettoyées, sans oublier le temps et la température du stockage et du

transport du lait (Aggad et al.,2009 ; Kouamé-sina et al., 2010).

De ce fait un controle rigoureux du lait cru s‘aveére primordial et doit se faire d’une
facon périodique et continuelle. Ceci a €té 1’objectif de notre travail, qui a porté sur ’analyse
physico-chimique et microbiologique des échantillons de lait cru provenant de deux laiteries

de la région d’Ain Témouchent.

Concernant les analyses physico-chimiques nous avons effectué une mesure de la

température, du pH, de ’acidité dornic, et aussi les tests d’alcool et d’ébullition (C.O.B).

Les valeurs de températures des échantillons analysés dans les deux laiteries (SARL et
Sidi Said) sont comprises entre 4 et 6°C, ce qui est conforme avec les normes exigéees
(Mottar, 1984). Le lait est souvent stocké pendant 48 heures ou plus entre 4 et 6 °C, mais
malgré cela, les micro-organismes se développent, dont certains sont responsables de la

formation d'enzymes résistantes a la chaleur (Mottar, 1984).
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Le pH et l'acidité¢ sont deux parametres clés pour détecter la fraicheur des laits
(Guiraud, 2003). Les valeurs moyennes du pH de nos échantillons sont trouvees dans les
normes exigées qui sont entre 6.7 et 6.8 (Vignola, 2002). Par contre I’acidité titrable est
trouvée supérieure aux valeurs normales qui sont comprises entre 14 et 17°D (Guiraud,
2003).

Les variabilités dans les valeurs du pH et de I’acidité sont li€es au climat, au stade de
lactation, a la disponibilité alimentaire, a I’apport hydrique, a 1’état de santé des vaches et aux
conditions de la traite (Labioui et al., 2009). De plus Alais et ces collaborateurs ont montré
que le pH et I’acidité dépendent de la teneur en caséine, en sels minéraux et en ions (Alais et

al., 1984).

Le test d’¢bullition, permet de déterminer la stabilité du lait pour le traitement thermique
(pasteurisation et ébullition) (Ramakant, 2006). Six échantillons sur les huit analyses dans
cette étude, sont stables, le liquide reste homogéne et ne présente aucune coagulation
apparente. Par contre les deux autres échantillons notamment ceux de la laiterie Sidi Said
représentent un résultat positive de ce test. Cette anomalie est en rapport avec une forte acidité
(> 0.17%) et un début d’altération du lait (Ramakant, 2006). Ces échantillons positifs

doivent faire lI'objet d'un rejet au niveau de l'unité de pasteurisation.

Le test d’alcool est utilis¢é pour une évaluation rapide de la stabilit¢ du lait durant les
procédes industriels, notamment la condensation et la stérilisation (Ramakant, 2006). Pour ce
test trois échantillons de la laiterie Sidi Said ont donné un test positif, alors que tous les autres

échantillons de la laiterie SARL sont négatifs.

Le lait, par sa composition, est un aliment trés riche : il contient des graisses, du lactose,
des protéines, des sels minéraux, des vitamines et 87% d’eau (Mansour, 2015). Donc, il
constitue un milieu favorable au développement des micro-organismes, ce qui influe
directement sur sa qualité physico-chimique et microbiologique qui est en lien direct avec
I’innocuité du lait (Tir et al., 2015).

Pour évaluer la qualité microbiologique du lait, nous avons utilisé le test de la réductase.
C’est un test simple qui donne une idée de la quantité de germes présents dans le lait, de leur
activité et de leur vitesse de multiplication (Guiraud, 2003).
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Il permet d’identifier des différences de niveau de contamination du lait et de mettre en
évidence des problémes éventuels d’hygiéne notamment du matériel et de la traite (Kouamé-
sina et al., 2010). Le test de la réductase indique que le lait provenant de la laiterie SARL, est
un lait de bonne qualité hygiénique, alors que celui provenant de la laiterie Sidi Said présente

des échantillons a caractére contaminé.

Le nombre de bactéries mésophiles aérobies est un bon indicateur d'hygiéne générale,
permettant d'apprécier la pollution microbienne et la qualité générale du produit (Abdoul-latif
Fatouma et al., 2017). Les échantillons prélevés présentent une charge moyenne de la flore
totale égale & 1,68 x 10° UFC/ml et & 6,124x10° UFC/m, pour les deux laiteries SARL et Sidi
Said respectivement. Ces résultats ne dépassent pas la norme fixée dans le journal officiel
algérien en 2017 (JORA, 2017). Par contre la charge de la FAMT calculée dans une étude
réalisée dans I"ouest algérien est de 83x10 * UFC/ml (Aggad et al., 2009) et calculée dans la
wilaya de Tissemsilt est de valeurs entre 1,1x10° & 5,6x10° UFC/ml (Tir et al. 2015), ces
deux valeurs sont largement supérieures a nos résultats. Ce taux élevé traduite une négligence
de I’hygiene des étables et des vaches, mais aussi un mauvais refroidissement dans les tanks,
ce qui permet une prolifération des microorganismes (Tir et al., 2015). 1l est apparent ainsi

que le lait des deux laiteries est de bonne qualité hygiénique.

La charge moyenne de coliformes totaux est égale a 0,71x10® UFC/ml et a 4,97x10°
UFC/ml pour les deux laiteries SARL et Sidi Said respectivement. Ces résultats ne dépassent
pas la norme fixée dans le journal officiel algérien en 2017 (JORA, 2017). Nos résultats sont
inferieurs & ceux rapportés par Afif et al. en 2008, qui sont de 3, 2x10°> UFC/ml (Afif et al.,
2008).

Par contre les coliformes fécaux dans la laiterie Sidi Said, présentent une charge
moyenne égale & 18,95x10° UFC/m et qui dépasse les normes algériennes. Le méme résultat
a été apercu dans 1’étude de Tir et al. en 2015, qui a été réalisée sur des échantillons de lait
cru de vache dans la wilaya de Tissemsilt en Algérie. Pour la laiterie SARL, la charge des
coliformes fécaux est de 0,95x10° UFC/ml, qui est une valeur normale comparable & celle

trouvée dans I’étude d’Aggad et al. en 2009.
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Discussion

La forte charge des coliformes observée serait due aux mauvaises conditions de
transport ainsi qu’a une forte contamination du lait a cause de la mauvaise application de

I’hygiéne pendant la traite (Afif et al., 2008).

L’abondance des coliformes fécaux dans le lait cru refléte une non-observance 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 (Aggad et al., 2009). Elle indique
forcément une contamination par les féces des vaches ou par les mains du trayeur (Farougou
et al., 2011).

La norme recommandée concernant les Staphylococcus aureus est un taux de germes
inférieur & 10 UFC/ml dans le lait cru (JORA, 2017). Les résultats obtenus montrent une
absence totale de S.aureus dans le lait cru de vaches provenant de la laiterie SARL, par contre
dans les échantillons de la laiterie Sidi Said on a trouvé une charge moyenne en S.aureus
égale & 5,17x10° UFC/ml, ce qui supérieur & la norme (JORA, 2017). Un taux de S.aureus de
35.10° UFC/ml a été aussi trouvé dans I’étude réalisée dans 1’ouest algérien d’Aggad et al.
(2009).

S. aureus est largement reconnu comme un agent causal majeur de la mammite
clinique et subclinique chez les bovins laitiers. Par conséquent, I'apparition de bactéries dans
le lait cru n'est pas rare si des mesures préventives appropriées ne sont pas appliquées. (Chye,
2004).

En 2010, une étude (Kouamé-sina et ces collaborateurs) a démontré que S. aureus est
une source de contamination liée aux mamelles, elle était apportée secondairement dans le lait
par I’eau de traite et les mains des trayeurs (Kouamé-sina et al., 2010). D’autre part
I’absence de ce germe peut étre justifiée par la bonne santé des vaches, et notamment

I’absence des infections des mamelles (Tir et al., 2015).

Les résultats de I’analyse microbiologique de la recherche de Salmonella ont montré
une absence totale de ce germe dans le lait cru pour les deux laiteries, ce ci est conforme a la
norme algérienne (JORA, 2017).
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Discussion

L’absence de Salmonella est justifiée par la bonne santé des vaches, et notamment
I’absence des infections des mamelles (Tir et al., 2015). En général I’isolement des

salmonelles est difficile dans le lait cru (Afif et al., 2008).
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Conclusion

Conclusion

Ce modeste travail a porté sur I’évaluation de la qualité physicochimique et

microbiologique des échantillons de deux laiteries de la région d’Ain Témouchent.

Le principe de contrdle de la qualité du lait des especes animales est trés simple, il suffit de
comparer les résultats obtenus avec les normes et les régles citées dans la réglementation.

Cette comparaison a pour but de juger de I’acceptation ou le refus d’un lait.

Les résultats obtenus lors des analyses physico-chimiques effectuées sur nos échantillons
montrent des valeurs normales dans tous les tests effectués dans la laiterie SARL, par contre
la laiterie Sidi Said a montreé des tests d’alcool et d’ébullition positifs dans plus que la moitié

des échantillons testés.

Concernant les analyses microbiologiques, nous avons réalisé la recherche et le
dénombrement de cinq germes ; la flore aérobie mésophile totale, les coliformes totaux et

fecaux, staphylococcus aureus, et salmonella.

La qualité microbiologique lors de I’analyse de lait cru de vache est généralement acceptable
pour la laiterie SARL, par contre la laiterie Sidi Said, a montré une charge des coliformes

fécaux supérieure aux normes avec la présence remarquable de staphylococcus aureus.

En fin, nous pouvons dire que les résultats obtenus des analyses physico-chimiques et
microbiologiques sont encourageants pour la laiterie SARL, mais douteux pour la laiterie Sidi
Said, pour laquelle nous lui recommandons de revoir ’origine du lait, et les conditions dans

lesquelles il est collecté et ramené jusqu’au la laiterie.

En conclusion il est devenu indispensable, a tous les acteurs de I’industrie laitiere d’effectuer
des analyses physico-chimiques et microbiologiques d’une fagon périodique et appliquer le
systeme de prévention, de surveillance et d’identification des risques, a fin d’assurer une

production sans danger pour le consommateur.
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Annexe

Annexe 01 : Milieux de culture pour les analyses microbiologiques.

1. Gélose Mac- Conkey :

Constituants Quantité en g/l
Peptone de caséine 15
Extrait de viande 3
Lactose 10
Chlorure de sodium 5
Sels biliaires 5
Rouge neutre 0,07
Agar 20
Cristal violet 0,001

Dissoudre 58 g dans un litre d’eau distillée ; autoclaver 15min a 121°C.

2. Gélose PCA (plate count agar) :

Constituants

Quantité en g/l

Digestion enzymatique de caséine
Extrait de levure

Glucose

Agar bactériologie

5
2,5
1
15

Dissoudre 23,5g dans un litre d’eau distillée ; autoclaver 15min a 121°C.

3. Baird Parker :

Constituants

Quantité en g/l

Glycine

Digestion pancréatique de caséine
Pyruvate de sodium

Beeuf Extrait

Chlorure de Lithium

Extrait de levure

Agar

129
10g
10g
59
59
19
209

Dissoudre 63 g dans un litre d’eau distillée ; autoclaver 15min a 121°C.

4. Hektoen :

Constituants

Quantité en g/l

Peptone de viande
Extrait de levure
Lactose
Saccharose

Sels biliaires
Salicine

Sodium chlorure

12
3
12
12
9
2
5
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Sodium thiosulfate

Citrate ferrigue ammoniacal
Bleu de bromothymol
Fuschine Acide

Agar

5
1,5
0,064
0,1
14

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

5. Bouillon sélénite cystéine :

Constituants Quantité en g/l
Peptone 5
Phosphate de sodium 10
Lactose 4
Dissoudre dans un litre d’eau distillée ; autoclaver 15min a 121°C.

6. Eau peptonnée tamponnee :

Constituants Quantité en g/l
Peptone 10
Sodium chlorure 5
Phosphate disodique 9
Phosphate monopotassique 1,5
Dissoudre dans un litre d’eau distillée ; autoclaver 15min a 121°C.

7. Eau physiologique :

Constituants

Quantité en g/l

Chlorure de sodium

9

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

Annexe 02 : Préparation des solutions pour les analyses physico-chimiques.

Préparation de bleu méthyléene

Bleu de méthyléne..................cooeiiiiininnn.

L7eau diStIllEe ...ttt e

Préparation de la phénophtaléine

Phénophtaléine ...,
AlICO0I95% ...

Lleau diStillée .....vvene e
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NaOH(0,1N) .ot quantité de titrage

Préparation de la solution NaOH (0,1N)

Annexe 03 : Protocole de coloration de Gram

1. On réalise un frottis sur une lame de microscope a partir d'une suspension bactérienne.
Avec l'aide d'une anse que l'on aura préalablement stérilisé (en le passant sous le bec
benzene).

2. On dépose ensuite ce prélevement au milieu de la lame en faisant des rotations jusqu'a
séchage.

3. Lacoloration au violet de Gentiane : la lame est plongée pendant 2 a 3 minutes dans la
coloration au violet de gentiane. Toutes les bactéries sont colorées en violet puis rincer a
I'eau démineralisée.

4. Mordancage au lugol : étaler le lugol et laisser agir 20 secondes ; Rincer a l'eau
déminéralisee. Cette étape permet de stabiliser la coloration violette.

5. Décoloration a [I'alcool: verser goutte a goutte lalcool sur la lame inclinee
obliquement. Surveiller la décoloration (5 a 10 secondes). Le filet doit étre clair a la fin
de la décoloration. Rincer sous un filet d'eau déminéralisee.

6. Contre coloration avec de la Fuchsine ou de la Safranine: laisser agir de 30 secondes a

1 minute. Laver doucement a I'eau déminéralisée. Sécher pendant ,10 a 15 minutes.
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Annexe 04 : les principales étapes des analyses physico-chimiques et microbiologiques
du lait cru de vache.

Figure n°15 : Détermination de I’acidité Dornic.

Figure n°16 : Préparation des Figure n°17 : Préparation des
dilutions décimales. boites de pétri.
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Figure n°19 : Recherche des coliformes totaux et des coliformes fécaux.

Figure n°20 : Recherche de Staphylococcus aureus.
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Figure n°21 : Pré-enrichissement Salmonella.  Figure n°22 : Enrichissement Salmonella.

Figure n°23: Isolement et recherche de Salmonella.
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Critéres microbiologiques applicables aux denrées alimentaires

ANNEXE 1

1- Laits et produits laitiers

Catdgories des denrdes alimentaires Micro-organizsmes/ . Flan Limites microbiologiques
métabolites déchantillonnage {ufe (1¥g ou ufc/ml)
n C m M
Lait cru Germes adrobies & 30 *C 5 2 3108 ENT
Staphylocoques & coagulase + 5 2 102 1@
Coliformes thermotolérants 5 2 5102 5109
Salmonella 5 1] Absence dans 25 ml
Antibiotiques 1 _ Ahsence dans | ml
Listeria monocytogenes 5 0 100
Germes aérobies & 30 *C 5 2 0% 109
Lait pasteurisé et autres produits [aitiers | Enterobacteriaceae 5 0 10
Equides pasteurisés
Sulmonella 5 0 Absence dans 25 ml
Lait UHT et lait stérilisé Germes asrobies & 30 *C 5 0 10/0.1'ml
Enterobacteriaceae 5 2 10 102
Lait en poudre et lactosérum Staphylocogues & coagulase + 5 2 10 102
en poudre
Saimonelia 5 0 Absence dans 25 g
Escherichia coli 5 2 104 105
Staphylocogues & coagulase + 5 2 103 107
Fromages au lait cru Sulmonelia 5 ] Absence dans 25 g
Listeria monocytogenes 5 0 100
Fromages & base de lait ayant subi un | Escherichia coli 5 2 102 103
traitement thermique moins fort que la
pasteurisation et fromages affinés & base | Staphylocogues & coagulase + 5 2 102 103
de lait ou de lactosérum pasteurisés ou
ayant subi un traitement thermigque plus | Se/monelia 5 0 Absence dans 25 g
fort que la pasteurisation
Listeria monocytogenes 5 0 100
Escherichia coli 5 2 102 103
Fromages @ pite molle non affinés
(fromages frais) & base de lait ou de Staphylocogues i coagulase + 5 2 10 102
hctosérum pasteurisés ou ayant subi un
traitement thermique plus fort que la Salmonelia 5 0 Absence dans 25 g
pasteurisation
Listeria monocytagenes 5 0 100
Créme au lait cru Escherichia coli 5 2 102 103
Staphylocoques & coagulase + 5 2 103 10*
Salmonella 5 0 Absence dans 25 g
Listeria monocytogenes 5 0 100
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