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Résumé

Les industries agro-alimentaires ont souvent recours à la pasteurisation afin d’en produire un

lait sain, toutefois ce traitement thermique est souvent la source de germination et de

multiplication de bactéries sporulées.

Le présent travail visait à analyser une série de trois échantillons de lait prélevés du

pasteurisateur de la laiterie de GIPLAIT « Mansourah » située dans la région de Tlemcen.

Dans cette étude, nous avons réalisé l'isolement de 20 souches sur milieu gélose PCA à 30

°C, après un traitement thermique des échantillons au laboratoire (à 80°C pendant 10 min).

L’identification des souches prélevées était réalisée par quelques tests biochimiques. 95%

des souches identifiées appartiennent aux bactéries à des bacilles Gram positifs, aérobies et

aéro-anaérobies facultatives. Les souches ont été par la suite caractérisées par des tests

biochimique, ce qui a permis de classer ces souches dans cinq  biotypes différents qui sont :

Bacillus lichenifirmus, Bacillus amyloliquefaciens, Bacillus megaterium, Geobacillus

stearothermophilus, Bacillus cereus.

Les résultats de cette étude montrent que la pasteurisation n’est pas assez efficace pour

détruire les bactéries sporulées aérobies du genre Bacillus, un nettoyage rigoureux, de

bonnes pratiques d’hygiène ainsi qu’un temps de pasteurisation plus important sont

vivement recommandés.

Mots clés : Lait, pasteurisation, bacilles, sporulation, thermorésistance, altération.
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الملخص

ھذاولكن،خالي من الجراثیمصحيحلیبإنتاجو دالك البسترةإلىالأحیانالمصانع الغدائیة في اغلب تلجأ
العلاج

تحلیل ثلاثة عینات إلىیھدف ھدا العمل .ا ذات الابواغالبكتیریو تكاثرلإحیاءیكون عموما مصدر قد الحراري
من حلیب مبستر ماخود من خزن مبستر لملبنة .تلمسانمنطقةفيتقعالتيجیبلي " منصورة "

درجةفي(في المخبرللعیناتحراریةمعالجةزرع بعدسلالة من وسط 20قمنا في ھده الدراسة بعزل وتنقیة 
).دقائق10مدة مئویةدرجة80حرارة

إلىمن السلالات تنتمي 95%كانت .وقد تم تحدید خصائص السلالات المعزولة ببعض التحالیل البیوكیمیائیة 

تحلیل تم تحلیل السلالات المعزولة عن طریق. واللاھوائیة اختیاريبكتیریا العصیات الغرام ایجابي ھوائیة

مختلفة ولا سیماأقسامخمس بیوكیمیائي أخرى ومنھ صنفت السلالات إلي

Bacillus lichenifirmus, Bacillus amyloliquefaciens, Bacillus megaterium,

Geobacillus stearothermophilus, Bacillus cereus.

 ӨƬƵ ǃғ ǂ Ɨ ǐ ҮǘǛҚƾƵǚ ƿӨǁƻǐ عملیة البسترة غیر فعالة للقضاء علي البكتیریاғ ǚө Ʀ ƾƋ  Ƽƹ ҒǊǘǚǄǁ  ƟǚǄǠǚ

ғ ǛǊƌ ƞƵǚ.ولھذاҰǉ في وقت البسترةالزیادةإليإضافتاو تطبیق قواعد النظافة الصحیة الدقیقبتنظیفالقیام.

.،ضعفعصیاتالحرارةمقاومةتبوغ،،البسترة،الحلیب:المفتاحیة كلماتال
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Abstract

The food industry often resort to pasteurization in order to produce healthy milk, however, this
heat treatment is generally the source of germination and multiplication of spore-forming
bacteria.

The present work was to analyze a series of three milk samples taken from milk pasteurizer
Giplait "Mansurah" located in the Tlemcen region.

In this study, we performed the isolation of 20 strains on PCA agar at 30 ° C, after heat

treatment of the samples on the laboratory (at 80 ° C for 10 min). The identification of strains

taken was carried out by some biochemical tests. 95% of identified strains belong to bacteria to

Gram-positive bacilli, facultative aero-anaerobic. The strains have subsequently been

characterized by biochemical tests , which allowed to classify these strains in five different

biotypes that are: Bacillus lichenifirmus, Bacillus amyloliquefaciens, Bacillus megaterium,

Geobacillus stearothermophilus, Bacillus cereus.

The results of this study show that pasteurization is not effective enough to destroy aerobic
spore-forming bacteria of the genus Bacillus, a rigorous cleaning, hygienic practices and that
more time pasteurization are strongly recommended.

Key words: Milk, pasteurization, sporulation, heat resistance, impaired.
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L'Algérie est un pays de tradition laitière. Le lait et les produits laitiers occupent une place

prépondérante dans la ration alimentaire des algériens ils apportent la plus grosse part de

protéines d’origine animale. En regard de son contenu en énergie métabolisable, le lait

présente une forte concentration en nutriments.

La consommation nationale s’élève à environ 3 milliards de litres de lait par an, la production

nationale étant limitée à 2,2 milliards de litres, dont 1,6 milliard de litres de lait

cru (Transaction d'Algérie, 2010).

La durée de vie du lait pasteurisé en Algérie est de concerne, si l’on parle d’une durée de vie

moyenne pour le lait pasteurisé dans les pays développé d’environ 10 à 16 jours à 5°C (kelly

et o’shea, 2011), le lait algérien ne peut survivre cette période et  les consommateurs

procèdent en général à la congélation pour le conserver.

Plusieurs facteurs sont impliqués dans la durée de vie du lait pasteurisé comme la qualité

microbiologique du lait cru, les conditions de traitement et de conditionnement, la passibilité

de contamination post-pasteurisation ainsi que la température de réfrigération (Medjahdi,

2013).

En industries laitière, la contamination disséminée à partir des surfaces industrielles est

largement reconnue. La nature des espèces qui composent ces écosystèmes microbiens est

largement influencée par les conditions des processus technologique. La flore

thermorésistante telle que les bacilles sporulés est sélectionnée par les traitements thermiques,

très utilisés comme une technologie de conservation du lait. La pasteurisation permet entre

autres d’éliminer les micro-organismes pathogènes mais pas les spores (Malek, 2013).

Les bactéries sporulé aérobies sont des contaminants important dans le milieu laitier et sont

impliqués dans les problèmes d’altération du lait pasteurisé ainsi que de la limitation de sa

durée de vie. Certains membres des bacilles sont pathogènes pour l’homme par la production

de plusieurs toxines qui sont responsable de  toxi-infections alimentaires (Malek, 2013).

Le but de cette étude est de rechercher les bactéries sporulées aérobies (les bacilles) dans le

lait pasteurisé et déterminer le rôle qu'ils peuvent jouer dans la dégradation de sa qualité et la

diminution de sa durée de vie dans la  laiterie de GIPLAIT Tlemcen.

Le plan expérimental s’articule comme suit :
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 Dénombrement de la flore mésophile totale et de la flore thermorésistants du lait de

vache pasteurisé.

 Isolement et l’identification des bactéries isolées.
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1) Définitions du lait

1.1) Définition générale

Le lait est le produit de sécrétion des glandes mammaires des mammifères, comme la vache,

la chèvre et brebis, destiné à l’alimentation du jeune animal naissant (Amiot et al., 2002 ).

Le lait ou « leben » en arabe classique ou « halib » en arabe dialectal universellement est le

lait de vache (Khiati, 2007).

1.2) Définition légale

Le lait destiné à l’alimentation humaine a été défini en 1909 par le congrès international de la

répression des fraudes : « Le produit intégral de la traite totale et ininterrompue d’une femelle

laitière bien portante, bien nourrie qui ne contienne pas de colostrum » (Bourgeois et al.,

1996).

Le lait cru est un lait non chauffé au-delà de 40°C ni soumis à un traitement non thermique

d’effet équivalent notamment du point de vue de la réduction de la concentration en

microorganismes (Deforges et al., 1999).

2) Composition du lait

Le lait est un substrat très riche, fournissant à l’homme et aux jeunes mammifères un aliment ;

presque complet. Protides, glucides, lipides, sels minéraux et vitamines  sont présents à des

concentrations tout à fait satisfaisantes pour la croissance cellulaire (Bourgois et al., 1999). Il

contient une forte proportion d’eau environ 87 % le reste est représenté par l’extrait sec

(environ  130 g/L), les principaux composants du lait sont : les lipides (triglycérides), les

protéines (caséines, albumines, globulines), les glucides essentiellement le lactose, les sels

(sels d’acide phosphorique, sels d’acide chlorhydrique, etc.) (Larpent, 1997).

Tableau 1 : Résumé des différents termes utilisés pour définir la composition du lait (Amiot
et al ., 2002)

Eau

Protéines

Solides totaux Glucides solides non gras sérum

Minéraux

Matière grasse
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2.1) Eau

L’eau est l’élément quantitativement le plus important : 900 à 910 g/L, tous les autres

constituants du lait sont dispersés dans cet élément ainsi que tous ceux de la matière sèche

(Mathieu, 1998).

2.2) Glucides

Ce sont les constituants les plus importants quantitativement après l’eau. Ils représentent

environ 38% de matière sèche (Perreau, 2014). Le sucre principal du lait est le lactose, c’est

un disaccharide constitué par de l’α ou β-glucose uni à du β-galactose ; le lactose est

fermentescible par de nombreux microorganismes, celui-ci est à l’origine de plusieurs type de

fermentation pouvant  intervenir dans la fabrication de produits laitiers (Morrissey, 1995).

2.3) Matières grasses

La teneur en matières grasses des laits de vache varie entre 3,3 et 4,7%, la matière grasse du

lait est majoritairement présente  sous forme de globules gras de diamètre 0,2 à 15 µm

(jeantet et al., 2008).

Les matières grasses du lait se composent principalement de triglycérides, de phospholipides

et d’une fraction insaponifiable constituée en grande partie de cholestérol et de β-carotène

(Amiot et al., 2002).

2.4) Matières azotées

Elles représentent environ 27% de la matière sèche du lait, soit une teneur de 32 à 36 g/L. On

distingue, à l’intérieur de cette catégorie, la fraction protéique et la fraction non

protéique (Perreau, 2014). Les protéines, parmi lesquelles la caséine 80%, les protéines

solubles (albumines et globulines), 19% des protéines diverses (enzymes), en sont les

constituants essentiels (Skine ,2013). L’Azote non protéique du lait se présente sous forme de

créatine (créatinine), ammoniaque, acides aminés libres, vitamines, nucléotides, urée (Pacclin

et Galantier, 1986).

2.5) Minéraux

Le lait en ces éléments est de 5%, ce qui est loin d’être négligeable (Perreau, 2014). Bien que

mineure dans la composition des laits comme la montre le tableau 02, la fraction minérale est

très importante tant d’un point de vue structural que nutritionnel et technologique (Jeantet et

al., 2008).
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Tableau 02 : Composition minérale du lait (Amiot et al., 2002).

Constituants Teneur moyenne mg/kg
Potassium 1500
Calcium 1180
Sodium 445
Magnésium 105
Chlore 958
Phosphore 896
Fer 0.50

2.6) Vitamines

Les vitamines sont des substances indispensables à la vie de l’organisme humain (co-facteurs

dans les réactions enzymatiques et les échanges cellulaires). L’organisme humain n’est pas

capable de les synthétiser (se trouvent dans les aliments) (Amiot et al., 2002).

Le lait a d’assez fortes teneurs en vitamines, il contient non seulement des vitamines

liposolubles A, D, E, K, mais aussi les vitamines du groupe B, il a revanche une très faible

teneur en vitamine C (Perreau, 2014).

3) Facteurs de variation dans la composition du lait

Ces principaux facteurs de variations sont bien connus. Ils sont soient intrinsèques liées à

l’animal, soit extrinsèques liées au milieu et à la conduite d’élevage (Wolter, 1988). Le lait

est complexe en raison de son organisation, des interactions existant entre ses divers

constituants et de la variabilité de sa composition qui dépend de l’espèce, de la race, du

régime alimentaire et période de lactation (jeantet et al., 2008).

3.1) Facteurs intrinsèques

3.1.1) Effet des espèces et des races

La composition moyenne du lait de différentes espèces est présentée dans le tableau 03.
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Tableau 03 : Composition moyenne du lait de différentes espèces animales (Amiot et al.,
2002).

Animaux Eau
(%)

Matière grasse
(%)

Protéines
(%)

Glucides
(%)

Minéraux
(%)

Vache 87,5 3,7 3,2 4,6 0,8

Chèvre 87,0 3,8 2,9 4,4 0,9

Brebis 81,5 7,4 5,3 4,8 1,0

Chamelle 87,6 5,4 3,0 3,3 0,7

Jument 88,9 1,9 2 ,5 6,2 0,5

Il existe de grands écarts dans la composition du lait d’une race à une autre, et surtout dans le

taux de matières grasses. Les races jersey et Guernesey se distinguent par des laits très riche

en matière grasse, tandis que les laits produit par les races Holstein et ayrshire  sont

relativement plus dilués (FAO, 1995).

3.1.2) Effet du  stade de lactation (état physiologique)

L’influence du stade de lactation sur la composition du lait a souvent été décrite. Les  teneurs

en protéines et matières grasses évoluent de façon inverse à la qualité du lait produit (Jeantet

et al., 2008).

Les taux de matières grasses et matières azotées, élevés au vêlage, diminuent au cours du

premier mois et maintiennent à un niveau minimal pendant le 2éme mois. Ils amorcent ensuite

une remontée jusqu’au tarissement. L’amplitude de variation est généralement plus

importante pour le taux butyreux que pour le taux protéique. Les laits de fin de lactation

présentent les mêmes caractéristiques des laits sécrétés par les animaux âgés. En outre, les

deux taux, protéique et butyreux, ont tendance à diminuer au cours des lactations successives

(Meyer et Denis, 1999).
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3.1.3) Effet Age

Le niveau de production augmente avec l’âge jusqu’à la 4ème lactation ; cette progression est
surtout notable pour le début de lactation en revanche la persistance devient moins bonne
quand les vaches vieillissent (Perreau ,2014).

Le vieillissement des vaches provoque un appauvrissement de leur lait, ainsi la richesse du lait

en matières sèches tend à diminuer. Ces variations dans la composition sont attribuées à

dégradation de l’état sanitaire des mamelles. En fonction de l’âge, le nombre de mammites

croit et la proportion de protéines solubles augmente en particulier celles provenant du sang

(Mathieu, 1985).

3.1.4) Effet de l’état sanitaire

Une augmentation du comptage cellulaire induisant des modifications considérables dans la

composition du lait due a un appel leucocytaire important c'est-à-dire une

infection (Badinand, 1994). Les mammites sont les infections les plus fréquents dans les

élevages laitiers. Elles sont à l’origine d’une modification des composants du lait (Toureau et

al., 2004).

3.2) Les facteurs extrinsèques

3.2.1) Effet de l’alimentation et de la saison

Les facteurs alimentaires sont multiples ; ils concernent les teneurs en glucides, lipides et

protéines de la ration alimentaire mais aussi la nature de chacun de ces constituants (Jeantet

et al., 2008). L’alimentation est très importante, elle permet d’agir à court terme et de manière

différente sur les taux des composants du lait. Le taux de protéines varie dans le même sens

que les apports énergétiques, quant au taux butyreux, il dépend à la fois de la part d’aliment

concentré dans la ration, de son mode de présentation et de distribution (nombre de repas,

mélange des aliments….) (Coulon et Hoden, 1991).

L’influence de la saison est étroitement associée aux effets de l’alimentation qui évoluent

simultanément. Les taux protéiques et butyreux les plus bas du lait de vache s’enregistrent

entre Juin et Juillet et les taux élevés en Février et Octobre (Jeantet et al., 2008).

4) Caractéristiques du lait
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4.1) Organoleptiques

Le lait est un liquide opaque blanc mat, plus ou moins jaunâtre selon la teneur de la matière

grasse en β-carotène. Il a une odeur peu marquée, mais caractéristique. Son goût, variable

selon les espèces animales, est agréable et douceâtre (Goursaud ,1985). Il est deux fois plus

visqueux que l’eau et de saveur légèrement sucrée (Veisseyre, 1975).

4.2) Physico-chimiques

Le lait est un excellent substrat pour la croissance microbienne par sa composition physico-

chimique (Veisseyre, 1975). Les principales propriétés physico-chimiques utilisées dans

l’industrie laitière sont la masse volumique et la densité, le point de congélation, le point

d’ébullition, l’acidité et Aw (Amiot et al., 2002).

4.2.1) Densité du lait

La densité du lait est exprimée par le rapport du poids d’un volume de lait à une température

donnée sur le poids d’un  volume identique d’eau à la même température. Pour le lait de

vache elle est comprise entre 1,028 et 1,033 (Allais, 1984).

4.2.2) Point de congélation

Le point de congélation du lait est l’une de ses caractéristiques physiques les plus constantes.

Sa valeur moyenne, si l’on considère des productions individuelles de vache, se situe entre -

0,54°C et -0,55°C (Mathieu, 1998).

4.2.3) Le pH du lait

Le pH du lait frais à 20°C varie entre 6.6 et 6.8. Plutôt proche de 6.6 immédiatement après la

traite (Groguennec et al., 2008).

4.2.4) L’acidité de titration ou degré Dornic

L’acidité de titration globale mesure à la fois le pH initial du lait normal et l’acidité

développée après la traite par fermentation lactique qui diminue le pH jusqu’à 4 ou 5 l’acidité

de titration, ce indique donc le taux d’acide lactique formé à partir du lactose. Un lait normal a

une acidité de titration de 16 à 18°D=1 millilitre d’acide lactique dans 10 millilitres de lait soit

0.1 g d’acide lactique/litre. (Dillon, 2008 ; Hebbel et al., 2005).
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4.2.5) l’activité de l’eau (Aw)

L’eau joue un rôle très important dans le lait. Elle conditionne l’état physique des autres

constituants. Elle favorise le développement microbien, l’eau disponible dans les aliments est

l’eau libre. Cette disponibilité est exprimée par l’activité de l’eau (aw). La plupart des

bactéries se développent bien pour des aw comprises entre 0,980 et 0,995 (Dieng, 2001).

4.2.6) Point d’ébullition

On définit le point d’ébullition comme la température atteinte lorsque la pression de vapeur de

la substance ou de la solution est égale à la pression appliquée. Pour le lait le point

d’ébullition est légèrement supérieur au point d’ébullition de l’eau, soit 100.5°C (Amiot et

al., 2002).

5) Caractéristiques Biologiques

Le lait est une matière biologique vivante par certains constituants qui sont les enzymes,

vitamines et cellules.

5.1) Enzymes du lait

Les enzymes sont des protéines globulaires spécifiques produits par les cellules vivantes, ils

sont des biocatalyseurs, car ils accélèrent les réaction biochimiques (Amiot et al., 2002). Les

enzymes sont des substances élaborées par les micro-organismes pour digérer les éléments du

lait, mais qui peuvent être parfois fabriquées par la femelle laitière elle-même (Duquesnel ,

1993).

Le lait contient principalement trois groupes d’enzymes : les hydrolases, les déshydrogénases

ou oxydases et les oxygénases. Deux principaux factures qui influent sur l’activité

enzymatiques sont le pH et la températures (Amiot et al., 2002).

5.2) Vitamines du lait

Les vitamines sont des substances qui existe à l’état de traces, pour la croissance, l’entretien

et le fonctionnement de l’organisme humain. Le lait contient la plus grande variété des

vitamines liposolubles (A, D, E et K) et les vitamines hydrosolubles (B et C) (Dieng, 2001).

Les vitamines par leur nature, influencent les possibilités de développement de flore et donc

l’aptitude fromagère du lait (Duquesnel, 1993).
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5.3) Gaz dissous

Le lait cru contient des gaz dissous (oxygène, dioxyde de carbone), surtout s’il a subi une

agitation poussée, ce qui conduit à la formation de mousse (Duquesnel, 1993).

5.4) Les cellules du lait

Comme tout liquide biologique, le lait même normal, contient des cellules somatiques

provenant de la mamelle ou sang. Parmi ces cellules nous pouvons distinguer :

 Des lymphocytes de type B ou C

 Des macrophages avec les cellules épithéliales représentent plus des deux tiers des

cellules ;

 Des leucocytes polynucléaires neutrophiles (0 à 11%).

Le nombre de ces cellules est modifié en cas d’inflammations (Larpent, 1997).

Le lait contient un nombre variable de cellules ; celles-ci correspondent à la fois à des

constituants normaux, mais également à des éléments d’origine exogène qui sont  les micro-

organismes (Gripon et al., 1975).

6) La Microflore du lait

Le lait est, de par sa composition un aliment de choix : il contient des graisses, du lactose, des

protéines, des sels minéraux, des vitamines et 87% d’eau. Son pH est de 6,7. Il va être un

substrat très favorable au développement des micro-organismes. Le lait est utilisé sous de

nombreuses formes et il est la matière première de nombreux produits alimentaires (Guiraud,

2012).

Les micro-organismes, principalement, présents dans le lait sont les bactéries. Mais, on peut

aussi trouver des levures et des moisissures, virus (Institut de l’élevage, 2009 in Benhedane

N, 2012).

On répartir les micro-organismes du lait, selon leur importance, en deux grandes classes : la

flore indigène ou originale et la flore de contamination. Cette dernière est subdivisée en deux

sous-classes : la flore d’altération et la flore pathogène (Amiot et al., 2002).

6.1) Flore d’origine

La flore d’origine des produits laitiers se définit comme l’ensemble des micro-organismes

retrouvés dans le lait à la sortie du pis (Amiot et al., 2002).
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Le lait contient peu de micro-organismes lorsqu’il est prélevé dans de bonnes conditions à

partir d’un animal sain (moins de 103 germes/ml). Il s’agit essentiellement de germes

saprophytes du pis et des canaux galactophores : microcoques mais aussi streptocoques,

lactiques (lactococcus) et lactobacilles. Le lait est protégé contre les bactéries par des

substances inhibitrices appelées « lacténines » mais leur action est de très courte durée (1

heure environ) (Guiraud, 2014).

6.2) Flore de contamination

La flore de contamination est l’ensemble des micro-organismes ajoutés au lait, de la récolte

jusqu’à la consommation. Elle peut se composer d’une flore d’altération qui touche la qualité

organoleptique (goût, odeur, texteur, couleur) ou peut réduire la durée de conservation, et

d’une flore pathogène capable de provoque des maladies chez le consommateur (Amiot et al.,

2002).

Le lait se contamine par des apports microbiens d’origine diverses : fèces et téguments de

l’animal, sol, air et eau, équipement, manipulateurs (Guiraud, 2014).

6.2.1) Flore pathogène

L’animal, l’homme et l’environnement peuvent être à l’origine de cette contamination.

Différentes espèces bactériennes sont capables de pénétrer dans la mamelle par le canal du

trayon et sont excrétées dans le lait (Kagembega, 1984).

Les principaux micro-organismes pathogènes associés au lait sont : Salmonella sp,

Staphylococcus aureus, Clostridium botulinum, Clostridium perfringens, Bacillus cereus,

Yersinia enterocolitica, Listeria monocytogenes, Escherichia coli, Campylobacter jejuni,

Shigella sonei et certaines moisissures (Amiot et al., 2002).

6.2.2) Flore d’altération

Ce sont des bactéries et champignons indésirables apportés par la contamination. Cette flore

regroupe les bactéries thermorésistantes, les coliformes, les psychrotrophes, les levures et

moisissures (Larpent, 1998).

6.2.2.1)  Flore thermorésistante
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Un certain nombre de bactéries est capable de résister au traitement thermique usuel utilisé

dans le but d’assainir ou de conserver le lait. Elles sont dites thermorésistantes (Bullard,

2011).

Les composants de cette flore sont : Micrococcus, Microbacterium et Bacillus dont l’espèce

B. cereus produit une entérotoxine stable après pasteurisation. Le genre Bacillus réalise en

outre, des activités enzymatiques pouvant être responsables de l’acidification, la coagulation

ou la protéolyse des laits de longue conservation (Larpent, 1997).

6.2.2.2) Les psychrotrophes

Le terme « psychrotrophe » désigne des microorganismes qui ont la faculté de se développer à

une température inferieure à +7°C, indépendamment de leur température de croissance élevée

.parmi ces bactéries : Gram (-) comme Pseudomonas, Gram (+) comme Corynebacterium

(Leyral et Vierling, 2001).

6.2.2.3) Les coliformes

D’un  point de vue technologique, certains coliformes sont lactiques et fermentent le lactose

sur un mode hétéro-fermentaire. Ils peuvent se retrouver dans tous les types de lait. Ce sont

des germes qui vivent dans le tube digestif de l’homme et des animaux. Leur présence est un

signe de contamination lors de la traite et pendant les manipulations et transvasements

multiples que subissent les produits avant la commercialisation (Badiao, 2000).

7) Hygiène de la traite

Le lait est une denrée fragile dont le devenir industriel (lait en nature, beurre, fromage)

dépend de sa qualité. La production d’un lait de qualité n’exige ni des installations coûteuses

dans la ferme, ni des transformations ruineuses dans le système commercial et industriel; il

faut surtout un suivi rigoureux et permanent des bonnes pratiques d’hygiène tout le long du

circuit de sa production notamment à la traite (Crapelet et Thibier, 1973).
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Figure 1 : Flux microbiens dans Les étables de production laitière (D’après Y. Bouton,
2013)

7.1) TrayeurCelui-ci doit remplir les conditions suivantes :
 Bon état de santé : pour éviter la pollution du lait et la contagion de certaines maladies

(tuberculose) à la vache :

 Propreté : avant de commencer à traire, doit se laver soigneusement les mains et les

essuyer avec un linge propre.

 Tenue : le trayeur doit être habillé proprement et simplement. La meilleure tenue est

le bleu de mécanicien; le trayeur doit mettre un tablier blanc toujours propre et une

calotte blanche cachant ses cheveux (Crapelet et Thibier, 1973).

7.2) Animal

Les conditions d’hygiène ci-dessous doivent être rigoureusement respectées

 Propreté générale : elle sera obtenue par une litière correcte, si nécessaire un pansage

journalier évitant la présence de souillures voire de plaques d’excréments.
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 Propreté de la mamelle : elle sera acquise par le passage sur le pis d’un linge propre

trempé de solution légèrement anti-septique tiède; cette dernière devra être renouvelée

aussi souvent que nécessaire pour rester propre et remplir son rôle.

 Pour la traite en étable, la queue devra être attachée, pour éviter qu’elle ne souille le

lait.

 Santé: on détectera précocement et systématiquement les maladies particulièrement

dangereuses : tuberculose, mammites (Crapelet et Thibier, 1973).

8) Les lait de consommation :

L’évaluation des processus technologiques, des techniques de conservation et de distribution a

permis l’élaboration d’une large gamme de « laits de consommation » qui se distinguent par

leur composition, leur qualité nutritionnelle et organoleptique et  leur durée de conservation

(Jeantet et al., 2007).

8.1) Le lait cru

Le lait cru désigne un lait brut, qui n'a pas subi de pasteurisation, de stérilisation, de

thermisation, de microfiltration. Un lait cru n'a jamais excédé la température de 40 degrés

Celsius, c'est-à-dire proche de la température du corps de l'animal (Skine, 2013).

8.2) Le lait traité thermiquement

Selon l’intensité des traitements, on distingue :

 Les laits pasteurisés ;

 Les laits stérilisés de longue conservation (Jeantet et al., 2007).

8.2.1) Le lait pasteurisé

On chauffe le lait afin de réduire la flore banale et de détruire les germes pathogènes. Le

traitement usuel est de 15 à 20 secondes à 72-75 °C; il permet de détruire le bacille de Koch

(Mycobacterium tuberculosis) et d’inactiver la phosphatase alcaline. Dans ces conditions,

l’effet sur les constituants du lait est très faible, en dehors d’une faible perte de thiamine

(vitamine B1) et de vitamine C (7 à 10%) (Alais, 2003).
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8.2.2) le lait stérilisé

Le but de la stérilisation est la destruction des microorganismes qui pouvant se développer

lors de l’entreposage. La destruction des microorganismes est fonction de deux paramètres : la

durée du traitement thermique et la température (Amiot et al., 2002).

Elle permet la destruction de tous les microorganismes présents dans le lait. Les techniques

les plus anciennes utilisaient une température de 105 °C pendant 20 minutes, (Joffin C et

Joffin J , 2003).

Les techniques moderne (procédés UHT : ultra-haute température) permettent de chauffer le

lait à 140 °C pendant une seconde et ce chauffage est immédiatement suivi d’un

refroidissement après détente sous vide (Joffin C et Joffin J J., 2003).
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1) Les spores bactériennes

Dans des conditions défavorables, il apparaît  pour certaines  espèces essentiellement des

bacilles Gram+ en industrie alimentaire, une spore (ou endospore), forme de vie latente dont

la persistance peut être très longue. La spore bactérienne présente un cytoplasme condensé

autour du génophore et des  enveloppes protectrices multiples : cortex, tunique protéique,

exosporum (Guiraud, 2012).

La spore se présente dans la cellule sous forme d’un corpuscule réfringent  non « colorable au

Gram » sa forme est sphérique ou ovoïde,  sa localisation centrale, terminale ou non

déformante. Tous ces caractères sont typiques d’une espèce. Les enveloppes contiennent des

constituants proches de ceux de la paroi; elles sont imperméables et participent à la

thermorésistance de même que les ponts disulfures stabilisant les protéines (Guiraud, 2012).

Afin de résister à un environnement qui n’est plus favorable à leur développement, certaines

bactéries sont capables de sporuler. Ainsi, lors d’une baisse des nutriments, d’une baisse de

l’activité d’eau (aw) ou encore d’une variation importante de température, les bactéries du

groupe B. cereus produisent des spores ultra résistantes par rapport à la forme végétative

(Gautier, 2013).
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Figure 2 : Structure de spore bactérienne.

(a) Photographie en microscopie de Bacillus cereus en phase stationnaire de croissance ; (b) Photographie en

microscopie électronique d'une spore de Bacillus cereus (Gould et Hurst, 1969) ; (c) Schéma d'une coupe de

spore de Bacillus subtilis (Henriques et Moran, 2000). (Cr) cœur ou corps sporal, « core »; (IM, IFM)

membrane interne, « Inner Forespore Membrane » ; (PCW, PGCW) paroi sporale, « Primordial Germ Cell

Wall »; (OFM) membrane externe, « Outer Forespore Membrane » ; (c) tunique, « coat » ; (UC) sous-tunique,

« Under Coat » ; (Ic) tunique interne, « Inner coat » ; (Oc) tunique externe, « Outer coat » ; (EX, SL)

exosporium, « Surface Layer ».

2) Phénomènes de sporulation et de germination

Le cycle sporal caractérise les transformations où alternent les phases végétatives de

croissance, la sporulation, la dormance et la germination. Le processus de sporulation qui

induit de profonds et radicaux changements morphologiques survient en fin de phase de

croissance lorsque le milieu s'appauvrit en nutriments. Mais son initiation est beaucoup plus

complexe qu'il n'y paraît (O'Connor et Halvorson, 1961).

Lorsque la spore est achevée, celle-ci reste en phase de dormance dans l'attente de conditions

plus propices à la croissance. La dormance est un état dans lequel la spore se trouve fortement

déshydratée et totalement inactive, il n'y a pas d'activité métabolique, ce qui lui permet de

survivre pendant de très longues périodes. Dans ces conditions, elle est particulièrement

résistante à la chaleur, à la dessiccation, aux radiations ainsi qu'aux agents chimiques

(O'Connor et Halvorson, 1961).

Enfin, lorsque l'environnement devient à nouveau favorable au niveau physico-chimique, la

spore germe pour redevenir une cellule végétative. Le processus de germination est aussi
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complexe que celui de la sporulation et serait induit par de petites molécules comme certains

acides aminés par exemple (O'Connor et Halvorson, 1961).

La germination peut également être déclenchée par certains stress dont la chaleur ou les pH

acides, on parle alors d'activation (Finley et Fields, 1962; Berg et Sandine, 1970) in

(Guiraud, 2012).

2.1) La germination des spores comprend deux phases

1. La germination proprement dite, pendant laquelle la spore se réhydrate (elle perd alors sa

thermorésistance) et remet en fonction la machinerie des synthèses des acides nucléiques et

protéines.

2. L’émergence de la cellule hors de l’enveloppe de la spore, et la croissance de la cellule

jusqu’au stade de la première division (Leclerc et al., 1995, Meyer et al., 1991).

Figure 3: Processus de sporulation de Bacillus cereus (GRIESS, 2013).

3) L’acquisition de la résistance des spores

La résistance des spores est acquise progressivement au cours de la sporulation et n’est pas

spécifiquement liée à une étape particulière de la sporulation. Selon Knott et al., (1995),

l’acquisition de la résistance dépend du développement et de la maturité des différentes

structures sporales. L’acquisition de la résistance des spores est indissociable de la formation

des spores qui dépend de l’espèce bactérienne et des conditions environnementales de

sporulation.
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L'acquisition de la thermorésistance est réalisée via l'accumulation de plusieurs composés en

quantités très importantes dans le cortex, les principaux étant l'acide dipicolinique et des

cations divalents, essentiellement du calcium Ca2+. En 1960, Hashimoto et al. Remarquent

déjà que la résistance est fortement liée à la quantité d'acide dipicolinique présent, il en va de

même pour la réfringence. La teneur en acide dipicolinique est telle, jusqu'à 15 % de la masse

de la spore, qu'elle dépasse le seuil de solubilité, le composé se trouve alors sous forme

cristalline (Leuschner et Lillford, 2001).

4) Définition de la thermorésistance

La thermorésistance selon les espèces, les spores de Bacillus stearothermophilus par exemple

ne sont détruites que par un traitement de 15min à 120°C (Bugwicourt, 1995). Selon

Janstova et al., (2001), elle est liée au taux des bactéries survivant après traitement

thermique, à différentes températures et temps d’exposition.

Des indications effectives pour certains traitements thermiques sur les spores détruites et

celles encore en vie sont données par la valeur D (D est le temps de réduction décimale c'est-

à-dire le temps requis pour tuer 90% des micro-organismes ou des spores dans un échantillon

à une température donnée) (Dufrenne et al., 1995, Andersson et al., 1995).

Selon Guinebretière et al., (2008) les B. cereus stricto sensu peuvent se développer à des

températures allant de 7°C à 50°C selon les souches (psychro-tolérantes, mésophiles et

thermo tolérantes modérées). De plus, il a été reporté qu’une forte température, comme lors de

la pasteurisation à 80°C, permet l’activation des spores.

5) L’origine de la résistance thermique

D'après Cazemier et al. (2001), la résistance aux fortes températures serait due à trois

facteurs principaux, la déshydratation du protoplaste, la minéralisation et l'adaptation

thermique. Les deux derniers facteurs induisant une augmentation de la déshydratation, c'est

celle-ci qui serait à l'origine de la thermorésistance des spores (Sugiyama, 1951). En effet,

Beaman et Gerhardt (1986) ont observé que le fait d'élever la température de sporulation

accentuait la déshydratation du protoplaste, ce qui avait pour conséquence une très nette

augmentation de la thermorésistance.

Ce phénomène serait à l'origine de la différence de comportement qui existe entre les

psychrophiles peu résistants, les mésophiles de résistance moyenne et les thermophiles très
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résistants (Gombas, 1983), d'après Warth (1978), la résistance des spores dépendrait donc de

la température maximale de croissance de la forme végétative. Ainsi Beaman et al. (1982),

après avoir estimé que le protoplaste de Bacillus cereus (mésophile) contenait cinq fois plus

d'eau que celui de Bacillus stearothermophilus (thermophile), constataient que la thermophile

était quasiment 600 fois plus résistant. Il est bien évident que la plus grande stabilité des

protéines et du matériel génétique des thermophiles participe également à cet écart.

Quelques valeurs de thermorésistance de spores de diverses espèces sont données dans Le

tableau N° 4 :

Tableau 4 : Thermorésistance de diverses espèces (Jérôme et al., 2008).

Espèces D à 120°C (en s)

Clostridium tetani 5

Bacillus subtilis 5 à 10

Clostridium thermosaccharolyticum 4 à 5

Bacillus stéarothermophilus 4 à 5

Desulfotomaculumnigrificans 2 à 3

Bacillus coagulans 0.1

Clostridium sporogenes 0.1 à 0.5

Clostridium botulinum A ou B 0.1 à 0.2

Bacillus anthracis 1 à 6

6) Influence de certains paramètres sur la thermo résistance de spores

Les conditions environnementales affectent la concentration des spores produites, le temps de

sporulation, ainsi que la formation des structures membranaires de la spore. Etant donné que

ces structures jouent un rôle primordial dans la résistance des spores, la variation des

conditions environnementales de sporulation influence alors indirectement la résistance des

spores formées (Gaillard et al.,2000).

7) Composition du milieu de sporulation

Les milieux de sporulation sont couramment enrichis en sels de sporulation, ions mono- ou

divalents tels que le calcium, le magnésium, le fer, le potassium et le manganèse. En effet, les

spores possèdent 4,5 fois plus de calcium et 3 fois plus de manganèse que les cellules

végétatives (Lechowich et Ordal, 1962).
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Il semble donc important d’enrichir le milieu de sporulation en ces ions. Des travaux portant

sur les sels de sporulation indiquent, pour deux souches de Bacillus subtilis, deux souches de

Bacillus licheniformis et pour une souche de B. coagulans, que les spores produites avec un

mélange de sels de sporulation semblent plus résistantes que les spores produites en milieu

uniquement enrichi en sulfate de manganèse (MnSO4) (Cazemier et al., 2001).

La thermorésistance semble dépendre de la forme liquide ou solide du milieu de sporulation.

Le temps nécessaire pour détruire 90% des spores de Bacillus subtilis à 90°C

Est de 52,5 min pour un milieu liquide contre 154,9 min pour des spores produites en gélose

(Rose et al., 2007). Il convient donc, pour vérifier l’efficacité d’un traitement thermique,

d’utiliser des spores produites en gélose plutôt qu’en milieu de sporulation liquide.

7.1) Température de sporulation

L’influence de la température de l’environnement de sporulation est connue depuis

1929(Williams, 1929). Certains auteurs ont mis en évidence une relation entre les capacités

de croissance et la résistance des spores : plus la température optimale de croissance est

élevée, plus la thermorésistance des spores est forte (Warth, 1978). Selon Afchain et al.,

(2008), les spores de Bacillus sp mésophiles sont plus résistantes que les spores de Bacillus

sp. Psychrotrophes.

La thermorésistance (D90°C) des spores de Bacillus cereus mésophiles est comprise entre

104,7 min et 1,58 min, alors que la thermorésistance des spores de Bacillus cereus

psychrotrophes est comprise entre19, 5 min et 0,89 min (Membré et al., 2008). La

température de sporulation est considérée comme un des principaux facteurs

environnementaux affectant la résistance des spores (Palop et al,. 1999).

7.2) pH du milieu de sporulation

L’effet du pH de sporulation sur la thermorésistance des spores est moins étudié que celui de

la température. En milieu de sporulation non tamponné, la thermorésistance des spores de

Bacillus cereus ATCC4342 et de Bacillus cereus ATCC9818 diminue significativement avec

une diminution du pH initial de sporulation. Cependant, la thermorésistance des spores de

B.cereus ATCC7004 n’est, quant à elle, pas significativement influencée par le pH initial du

milieu de sporulation (Mazas et al., 1997).
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Enfin, les spores de Bacillus Anthracis produites en milieu non tamponné, à pH 5,0, sont mais

significativement plus thermorésistantes que les spores produites à pH 7,0 et à pH 9,0

(Baweja et al., 2008).

Dans ces conditions, la thermo-résistance des spores produites en milieu non tamponné est

aléatoirement influencée par le pH initial de sporulation. L’étude de Mazas et al. (1997)

révèle que quel que soit le pH initial de sporulation, en milieu non tamponné, le pH en fin de

sporulation est compris entre 8,01 et 8,28.

7.3) Aw du milieu de sporulation

Peu de données existent concernant l’influence de l’aw du milieu de sporulation, sur la

thermorésistance des spores. Une étude indique que la variation de l’aw de sporulation

n’influence pas la thermorésistance des spores et ce, quel que soit le dépresseur d’aw utilisé

(glycérol, sorbitol ou NaCl) (Jakobsen et Murrell, 1977).

8) Les bactéries sporulées

Sont deux types :

8.1) Bactéries sporulées anaérobies

Ces bactéries appartiennent au genre Clostridium (famille des Bacilliaceae). Il s’agit de

bactéries « telluriques » communément rencontrées dans le sol, les eaux d’égout et l’intestin.

Elles peuvent contaminer et dégrader les produits alimentaires dans des conditions anaérobies

(conserve). Il s’agit d’un genre hétérogène. Certaines espèces sont pathogènes (Guiraud ,

2003).

8.2) Bactéries sporulées aérobies

Ces bactéries appartiennent au genre Bacillus (familles des Bacilliaceae). Elles font

généralement partie de la flore banale Gram+ et contaminent de nombreux produits

alimentaires. Les Bacillus sont des Bacilles Gram+, généralement mobiles, aptes à la

sporulation. Une spore, structure de résistance, se formes dans la cellule lorsque les conditions

deviennent défavorables. La spore ne prend pas la coloration de Gram, elle est sphérique ou

ovale, déformante ou non selon l’espèce (Guiraud, 2003).
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9) La Pasteurisation du lait

9.1) Définition et objectifs

Plusieurs définitions ont été données à cet effet par divers auteurs qui s'accordent tous à

mettre l'accent sur l'assainissement correct du lait par la chaleur tout en se souciant de

préserver la haute valeur nutritive du lait. Pasteuriser le lait, c'est détruire en lui, par l'emploi

convenable de la chaleur, la presque totalité de la flore banale, la totalité de la flore

pathogène, tout en s'efforçant de ne toucher qu'au minimum à sa structure physique, à ses

équilibres chimiques et à ses éléments biochimiques. (Ould Mustapha et al., 2012).

En autres termes d'assurer sa salubrité et de prolonger sa durée de vie. (Meunier-Goddik Et

Sandra , 2002).

9.2) Les procédées de la pasteurisation

La pasteurisation est un procédé consistant à chauffer du lait cru pendant quelques minutes ou

secondes à une température la plus basse possible, entre 63 et 95° C, puis à le refroidir à

4°C de manière à détruire les germes nocifs qui pourraient être présents dans le lait, et réduire

le nombre de microorganismes nullement dangereux pour la santé. (Ould Mustapha et al.,

2012). Pour que le lait soit pasteurisé, il doit être soumis:

 Soit à une température de 63° C pendant une durée de 30 minutes à basse

température cette pasteurisation est presque abandonnée

 Soit à une température de 85° C pendant une durée de 15-20 secondes

(HTST/température moyenne)

 Soit encore instantanément à une température de 95° C HTSTI haute

température. (Arrêté, 1993).

Ce type de pasteurisation haute température courte durée, est très répandu ces dernières

années, où les deux préoccupations de sécurité alimentaire et le désir de prolonger la durée de

conservation du lait liquide ont incité de nombreux transformateurs de produits laitier à

augmenter la pasteurisation à des températures au-dessus des conditions minimales spécifiées

par le décret A du lait pasteurisé (72 °C pourl5s) (Ranieri et al., 2009).

C'est le principe des procédés HTST. Les barèmes de température de pasteurisation sont liés

proportionnellement aux temps. Le couple température/ temps joue un rôle essentiel dans la

pasteurisation chaque fois que la température de pasteurisation augmente le temps est réduit.
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Tableau 5 : montre les différents barèmes de pasteurisation. (Meunier-Goddik et Sandra
.,2002).

Température (°C) Temps

63 30 minutes

72 15 secondes

89 1.0 s

90 0.5 s

94 0.1 s

96 0.05 s

100 0.01 s

9.4) Paramètre de pasteurisation

La conception des lignes de traitement du lait pasteurisé du commerce varie beaucoup d'un

pays à l'autre, et même d'une laiterie à l'autre, en fonction de:

 La législation et la réglementation locale.

 La standardisation éventuelle de la matière grasse qui peut se faire avant, après

ou pendant la pasteurisation.

 L'homogénéisation peut être totale ou partielle D'autre part, la rapidité de ce

traitement (quelques secondes) permet de conserver intactes les qualités

organoleptiques et nutritionnelles du lait. (Ould Mustapha et al., 2012).

 Les appareils les plus souvent utilisés pour la pasteurisation du lait sont les

échangeurs de chaleur à plaques. Ceux-ci sont construits selon une structure

modulaire, autrement dit toutes les sections nécessaires au processus de

pasteurisation sont situées dans une même installation sous forme de modules.

Les différentes sections sont ordonnées de telle façon qu'à la zone la plus

chaude succède la zone la plus froide, ce qui a des avantages du point de vue

énergétique. Avec cette technologie, la récupération de chaleur s'élève à

environ 85 %.

 la ligne de production du lait pasteurisé.
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10) Problématique du lait pasteurisé

Un problème récurrent en industrie laitière est la qualité microbiologique du lait pasteurisé.

La pasteurisation n’assure pas la destruction complète de la flore de contamination du lait et

sélectionne les bactéries sporogènes (Aires et al., 2009 ; Hanson et al ., 2005).

En effet, malgré les progrès réalisés dans la technologie laitière, la contamination du lait

spécialement par les bactéries productrices de spores demeure une barrière biologique

spécifique qui limite la durée de vie et la qualité des laits traités thermiquement (Novak et al.,

2005 ; Huck et al., 2007 ; Zhou et al., 2008 ; Ranieri et al., 2009).
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1) Description de la laiterie

Est une unité nationale sous le nom « ONALAIT » (Office National du  Lait), l’entreprise a

été entrée en production en Janvier 1976, dans le but d’assurer les besoins de la population de

la wilaya de Tlemcen. En 1984, l’entreprise a connu une restructuration et devient

« OROLAIT » (Office Régional du Lait), Actuellement, cette entreprise a été nouvellement

structurée sous le nom GIPLAIT (Groupe Industriel du Lait) destinée pour la fabrication des

produits laitiers notamment :

 Lait de vaches pasteurisé,

 Lait recombiné pasteurisé,

 L’ben ou lait fermenté,

 Crème fraiche, et beurre.

La laiterie GIPLAIT est implantée sur la zone semi-industrielle route Abou-Tachfine

Tlemcen, elle s’étend sur une superficie de 29.700 m2.

Avec un régime de travail de :

 2× 8 heures pour le service de production.

 3×8 heures pour le service de sécurité.

 1× 8 heures pour l’administration.

2) la mission de la laiterie

L’unité GIPLAIT Tlemcen fabrique les produits laitiers en particulier lait de vache et lait

recombiné pasteurisé conditionné, lait fermenté conditionné « L’ben », crème fraîche et

beurre. Elle a la capacité de produire 150000 litres par jours théoriquement, dont 20 % de lait

de vache (localement collecté) et 80% de lait recombiné. Elle aura en principe les fonctions

suivantes :

 La réception de laits crus localement collectés.

 Le traitement thermique des divers produits laitiers.

 Analyses microbiologiques et physicochimiques des produits fabriqués.

 Le stockage des matières premières.

 L’emballage et conditionnement des produits finis.

 L’équipement pour la production d’eau traitée, d’eau glacée, de vapeur et l’air

comprimé constitue aussi une partie intégrée dans l’usine.
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3) Le diagramme de fabrication du lait pasteurisé

Figure 4 : Diagramme de fabrication du lait pasteurisé.

Réception du lait de vache

(Lait cru localement collecté)

klkkk
Contrôle au laboratoire (analyses physicochimiques)

Filtration et stockage du lait dans les
tanks a double paroi

Refroidissement à <6°C

Pasteurisation à 85°C pendant 3 min

Refroidissement et stockage à
6°C

Contrôle au laboratoire (analyses microbiologiques et
physicochimiques)

Conditionnement sous U.V. et
expédition

Mise dans des bacs de 10 sachets

10 SACHETS
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4) Station de CIP (cleaning in place):

La station CIP (cleaning in place) sert au nettoyage automatique des différents circuits de

fabrication et de conditionnement, Le nettoyage se fait dans un cycle fermé.

Cette station CIP fonctionne à l’aide des programmes :

1- Pré-rinçage par l’eau.

2- Nettoyage par la soude.

3- Rinçage par l’eau.

4- Nettoyage  par l’acide (Contacte directe au niveau de la laiterie GIPLAIT)
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Notre travail a été effectué au niveau des laboratoires d’agronomie de la faculté des sciences

de la nature et de la vie (Université Abou Bakr Belkaid- Tlemcen), dans lesquels nous avons

réalisé un ensemble d’analyses microbiologiques sur les différentes souches de bactéries

isolées à partir de lait de vache pasteurisé. Pour but d’étudier la microbiologie de lait

précisément les bactéries sporulées.

1) Méthodologie de prélèvement

Trois échantillons le 15,23 et 31/05/2016 de lait du vaches pasteurisé ont été prélevés à partir

de laiterie de GIPLAIT « Mansourah » dans la région de Tlemcen (l’Ouest d’Algérie), la

laiterie située au niveau de la zone semi-industrielle, route Abou-Tachfine, Tlemcen. Le

prélèvement pour des analyses microbiologiques s’effectue à partir du robinet disposé au

pasteurisateur dans un flacon en verre de 250ml stérile et bouché avec un bouchon à vis. Le

robinet est flambé au préalable, nous éliminons les premiers jets et nous remplissons le flacon.

Les échantillons de lait sont placés dans une glacière et transportés au laboratoire

d’agronomies au niveau de l’université de Tlemcen (faculté SNV/SUT).

2) Dénombrement de la flore aérobie mésophile totale

Cette flore appelée aussi « flore aérobie mésophile revivifiable » (FAMT) est un bon

indicateur de la qualité générale et de la stabilité des produits ainsi que la qualité (propreté)

des installations (Guiraud, 1998). A partir de dilutions 10-1 (1ml de solution mère dans 9ml

de l’eau de Ringer), jusqu’au 10-8, porter aseptiquement 100µl de chaque dilution dans une

boîte de Pétri remplie de PCA ensuite bien homogénéiser le milieu gélosé. L’incubation est

effectuée à 30°C pendant 72h. Seules les boites contenant entre 30 et 300 colonies sont prises

en compte.
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1ml

-1 -2 -3 -4 -5 -6 -7
-8

100μl de chaque tube

Dans des boites de Pétri

2 boites pour chaque tube (milieu PCA)

Figure 5 : Schéma montre le protocole de dénombrement de FMT

3) Dénombrement, Isolement et purification des micro-organismes thermorésistants

Mourgues et Auclair (1973) ont montré qu'en l'absence de toute recontamination post-

pasteurisation, la qualité de conservation du lait pasteurisé était limitée par des bactéries

provenant du lait cru, donc thermorésistantes. Pour leur dénombrement, on emploie le milieu

Conseillé pour le dénombrement des germes aérobies du lait (PCA). L’incubation est réalisée

à 30 °C pendant 3 jours (Larpent, 1997).

A partir de solution mère traitée à 80°C pendant 10min, (1 ml dans  9 ml de l’eau de Ringer)

une série de dilutions allant à 10-8 est effectuée, 100μL de chaque dilutions est ensemencée en

surface sur des boites de Pétri contenant du milieu PCA. L’incubation est effectuée à 30°C

pendant 48h.

Après incubation de chaque boite ensemencée, on choisit au maximum 5 à 7 colonies d’aspect

différent pour l’isolement. Chaque colonie choisie est ensemencée sur milieu gélose nutritif.

L’incubation est effectuée à 30°C pendant 24h. Cette opération est renouvelée jusqu’à

l’obtention de colonies pures.

Solution
mère
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1ml

Solution mère traitée à

80°C pendant 10min 100μl de dilution

Dans chaque boite

Purification des colonies de PCA

Ensemencement différents aspects

(Séries de stries)

Incubation et conservation Identification

Figure 6 : Schéma montre le protocole de dénombrement de FTMT

4) Identification phénotypiques des souches thermorésistante

4.1) Caractérisation morphologique des isolats

4.1.1) Aspect macroscopique des colonies

L’aspect macroscopique des colonies (Aspect, couleur) est déterminé après incubation à 30°C

sur GN pendant 24h à 48h.

 La taille : Elle est mesurée à l’aide d’une règle graduée pour les grandes colonies il

est possible aussi d’utiliser le microscope au grossissement le plus faible : en
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comparant la taille de la colonie et le diamètre du champ, on aura une idée plus

précise de la taille des petites colonies ;

 La forme : (bombée, rond, plate, ombiliquée, à centre surélevé, à bords dentelés, en

étoile.) ;

 L’aspect de la surface : il est bien observé par transillumination oblique. Il peut être

lisse, rugueux, …etc ;

 L’opacité : les colonies sont décrites comme : opaques (ne laissent pas passer la

lumière), translucides, transparentes ;

 La consistance : Il s’agit d’apprécier si les colonies sont grasses, crémeuses, sèches

ou encore muqueuses ;

 La couleur (pigmentation) : les colonies sont habituellement de couleur crème. Une

couleur différente est due à des pigments.

4.1.2) Aspect microscopique

 Coloration de Gram

Un frottis fixé à la chaleur est coloré pendant une minute au violet de Gentiane; il est ensuite

rincé rapidement à l'eau courante, traité pendant une minute par une solution de Lugol, et de

nouveau rincé rapidement. On soumet alors le frottis coloré à une étape de décoloration en le

traitant avec l'éthanol 95%. Il s'agit de l'étape critique: la lame est maintenue inclinée et en fait

couler le solvant sur le frottis pendant 2 à 3 secondes seulement jusqu'à ce que le colorant

cesse de s'échapper librement du frottis. Celui-ci est alors immédiatement rincé à l'eau

courante. À ce stade les cellules Gram- seront incolores, les cellules Gram+ violettes. On

soumet ensuite le frottis à une contre coloration de 30 secondes à la Fushine pour colorer les

cellules Gram- présentes en rose. Après un bref rinçage, on sèche le frottis au buvard et on

l'examine à l'objectif en ajoutant quelques gouttes d’huile à immersion (grossissement Х 100)

(Singleton, 1999).

4.2) Caractérisation biochimique des isolats :

4.2.1) Mise en évidence des enzymes respiratoires

 Catalase :

La présence de la catalase est mise en évidence en dissociant à l’aide de l’effilure d’une

pipette pasteur une quantité suffisante de la culture sur une lame de verre contenant une goutte
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d’eau oxygénée a 10 volumes. La présence d’une catalase se traduit en quelque secondes par

la formation de bulles d’oxygène (Gerhardt et al., 1994).

4.2.2) Croissance sur le milieu mannitol-mobilité

Le mannitol est un produit de réduction du D-mannose. Il permet de rechercher

simultanément la fermentation du mannitol et la mobilité. On a ensemencé les souches

étudiées dans le milieu par piqûre centrale, et incubé à 30°C±1°C pendant 18 à 24h. Le virage

au jaune du milieu indique la fermentation du mannitol, une diffusion dans la gélose indique

la mobilité des bactéries (Marchal et al., 1991).

4.2.3) Utilisation du citrate sur le milieu au citrate de Simmons

Ce milieu ne contient qu’une seule source de carbone: le citrate. Seules les bactéries

possédant une citrate-perméase sont capables de se développer sur ce milieu. La pente du

milieu est ensemencée selon une strie longitudinale au moyen d’une anse contenant une

colonie et incubé à 30°C±1°C pendant 5 jours.

 Citrate-positive : culture avec alcalinisation du milieu (virage de l’indicateur au bleu).

 Citrate-négative : pas de culture (coloration verte de milieu inchangée) (Marchal et

al., 1991).

4.2.4) TSI (Gélose Glucose-Lactose-Saccharose-H2S)

A l’aide d’une anse contenant des colonies prélevées, on ensemence la pente puis le culot

d’un tube par piqûre centrale. L’incubation se fait à 30°C±1°C pendant 48 à 72h.

 Une coloration jaune de la pente indique un lactose positif.

 Une coloration jaune du Culot montre un glucose positif.

 Une coloration jaune de la zone intermédiaire indique un saccharose positif.

Ce test permet également d’observer la production de H2S (noircissement de la zone joignant

la pente et le culot) et de gaz CO2 ou H2 (bulles dans la gélose) (Marchal et al., 1991).

4.2.5) Mise en évidence d’activités hydrolytiques extracellulaires :

 Détermination de l’activité amylolytique
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La mise en évidence de l’hydrolyse de l’amidon est réalisée par l’ensemencement des souches

en une seule strie sur gélose a amidon .après incubation à 30°. Des observations régulières

sont effectuées chaque 24h pendant 72heures. En recouvrant la gélose par une solution de

Lugol. L’absence de la coloration autour de la culture indique la dégradation de l’amidon

alors que les zones contenant l’amidon se colorent en brun (De vos et al., 2009).

 Détermination de l’activité protéolytique

 Hydrolyse de la caséine

L’hydrolyse de la caséine est étudiée sur gélose au lait. Les souches sont ensemencées en une

seule strie puis incubées à 30C. Les résultats sont appréciés quotidiennement durant 72

heures. L’apparition d’une auréole claire autour de la culture indique la dégradation de la

caséine (Devos et al.. 2009).

 Lécithinases

Selon la méthode de Genta et Heluane (2001), 10mL d‘une émulsion de jaune d‘œuf ont été

additionnés à 90mL de milieu de base (Gélose nutritive). Maintenu en surfusion (~45°C), ce

mélange était coulé sur des boites de Pétri stériles. Après solidification du milieu, les souches

étaient ensemencées par stries. L’apparition de toute zone claire autour de la culture après 24

à 72 heures d’incubations à 30°C, témoigne que la souche possède des lécithinases (De vos et

al., 2009).

4.2.6) Caractérisation des souches par la galerie API

C’est un système simplifié et standardisé, qui comporte 20 micro-tubes contenant des

substrats déshydratés permettant d’effectuer 22 tests biochimiques, des suspensions

bactériennes effectuées, à partir des cultures de 18h, de chaque souche dans de l’eau

physiologique (0,85g/L) sont inoculées dans les micro-tubes de la plaque API. Les plaques

sont incubées pendant 24h à 37°C. Les réactions se traduisent par des virages colorés

spontanés ou révélés par l’addition des réactifs (Camille, 2007).
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1. Résultats

Après manipulation du protocole on à des résultats suivant :

1.1- Dénombrement de la flore aérobie mésophile totale et la flore thermorésistante

Figure 7 : Dénombrement des colonies sur milieu gélose PCA.

Les résultats de dénombrements de FTMT sont montrés dans la figure suivante :

Figure 8 : Graphe de résultats de dénombrement de flore FTMT des trois échantillons

1- 2. Contribution de la collection des souches :

Des colonies à différents aspect macroscopique sont  apparues après incubation 48h  sur
gélose PCA.
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Les résultats de dénombrements de FTMT sont montrés dans la figure suivante :

Figure 8 : Graphe de résultats de dénombrement de flore FTMT des trois échantillons

1- 2. Contribution de la collection des souches :

Des colonies à différents aspect macroscopique sont  apparues après incubation 48h  sur
gélose PCA.

Ech1 Ech2 Ech3

Log (N) UFC

Log (N) UFC
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Figure 9: Exemples  d’aspect macroscopiques des isolats cultivés sur gélose PCA.

1.3-Isolements et purifications souches

Après purification des colonies par ensemencement series de stries, 20 souches sont
sélectionnées à partir de milieu gélose nutritif, la sélection selon  des critères fixés.

Figure 10: Ensemencement sur gélose nutritif (ensemencement par séries de stries).

1.4- Caractérisations phénotypiques des isolats

1.4.1- Aspect microscopique

Après la coloration de Gram, nous avons passé à l’observation microscopique aux

grossissements (G : x 100) avec l’huile à immersion, où nous avons pu observer que les

bactéries étaient Gram positif apparaissant sous différentes formes avec différents modes

d’associations. L'observation microscopique a montré que 95 % des souches étudiées sont des

bacilles en paire, en chainettes et en amas (figure11).
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Figure 11 : Observation microscopique de la coloration de Gram+ (x 100).

1.5-Caractéristiques biochimiques des isolats

1.5.1-Mise en évidence des enzymes respiratoires

L’observation de test catalase est montrée que toutes les souches étudiées sont catalase+, Elles

sont donc aérobies ou anaérobies facultative

Figure 12 : Observation d’effervescence (catalase positive).
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1.5.2-Résultats de la mise en évidence les activités enzymatiques :

Les activités protéolytique, amyloltique, et lipolytique ont été réalisées en utilisant les milieux

suivants : gélose a amidon, gélose au lait et gélose a émulsion d’œuf (la lécithine), les

résultats sont illustrés dans les figure et mentionnées dans le tableau 6.

A B

C

Figure 13 : Activité enzymatique (A. Hydrolyse de caséine, B. Hydrolyse l’amidon, C.
Hydrolyse de lécithine).
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1.5.3-Utilisation de citrate sur le milieu au citrate de simmons

La capacité des souches à assimiler le citrate comme unique source de carbone et d'énergie est

observée 10% souches dégradent le citrate la figure montre citrate positive (bleu) et négative

(vert). Les résultats sont résumés dans le tableau 6.

Figure14 : Exemples de mise en évidence de l’utilisation de citrate (source de citrate de
Carbonne, la colore vert négatif et le bleu positif).

1.5.4-Utilisation de milieu au mannitol mobilité et TSI :

Pour le test de mannitol 55% des souches sont positives, et le TSI 80% sont positives .Les

résultats des deux tests sont résumes dans le tableau 6.
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A B

Figure 15 : exemple de la mise en évidence de l’utilisation de mannitol (A : la colore jaune
positif et le rose négatif et pour la mobilité l’observation de trouble), TSA (B : la colore jaune

positif).
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Tableau 6 : Les résultats  des tests biochimiques de la galerie classique.

Souche Citrate mannitol Mobilité TSI Catalase Lécithinase Amidon Caséine Morphologie

1 - - + - + - + - Jaune, sec, étoilé
2 - + + + + - - - Blanc, crémeuse
3 + + + + + - - - Blanc crémeuse
4 - - + + + - - - Rose, crémeuse.
5 - + + + + - - - Blanc crémeuse
6 - + - + + + + + Crémeux, rond, non plat, grand ,

opaque ,blanc.
7 - + - + + + + + Crémeux, rond, non plat, grand ,

opaque ,blanc.
8 - - - + + - - + Banc, a bord transparent, muqueuse,
9 - - - + + - - + Banc, a bord transparent, muqueuse
10 - + + + + - + + Jaune sec
11 - + + + + - - - Crémeuse, jaune, petit, rond.
12 - + + + + - + - Crémeux, blanc, ronde, plat, opaque

.petit
13 + - + - + - - - Crémeuse, plats blanc, rond, petit
14 - + + + + - - - Jaune petit,
15 - + + + + - - - Jaune  petit.
16 - - - + + - - - Blanc crémeuses
17 - - + + + - - - Crémeuse, blanc, petite, étoilé.
18 - - + + + - - - Crémeuse, plats blanc, etoilé, petit
19 - - - + + - + + Crémeuse, rond, non plat, grande ,

opaque ,blanc.
20 - + + + + - - - Crémeuse, plats blanc, rond, petit
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1.6-Résultats des plaques API20E :

Le reste des tests biochimiques ont été réalisés sur plaques API,  09 souches ont été
sélectionnées et identifié, les résultats obtenus par des calculs pour
l’identification microbienne (Jean et al ., 2007)

A

B

C

Figure 16 : Résultats des plaques API de quelques souches (A. avant incubation B,C après
incubation ).
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Tableau 7: Résultats de la lecture de la plaque API

Souche O
N

P
G

A
D

H

L
D

 C

O
D

C

C
IT

H
2S

U
R

E

T
D

A

IN
P

V
P

G
E

L

G
L

U

M
A

N

IN
O

SO
R

R
H

A

SA
C

M
E

L

A
M

Y

A
R

A

N
IT4 - - - - + - + - - - + + - - - - + - + + -5 + + - + - - - - - - + + + + + - + - - - +9 - - - - - - - - - + + + + + + - + - + - -16 + - - - - - - - - + + + + + + - + - + - +1 - - - - - - - - - + + - - - - - - - + - -3 - - - - - - + - - - + + + + + - - - + - +10 + - - - - - + - - - + + + + + - + + + - -11 + + - - - - + - - - + + + - - - + - + + -6 - - - - - - - - - - + + + + + - + - + + -
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Les espèces identifiées par la plaque API sont :

Souche11 et 5 : Bacillus lichenifirmus.

Souche 9 et 3 : Bacillus amyloliquefacien.

Souche 1, 10 , 16 : Bacillus megaterium.

Souche 4 : Geobacillus stearothermophilus.

Souche 6 : Bacillus cereus.
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Discussion

Cette étude a permis l’isolement de 20 souches a partir du lait pasteurisé, en se basant sur

leurs approches morphologique, microscopique et biochimique. Les résultats obtenus par

l’identification (coloration de Gram et les tests biochimiques) ont montré que la plupart des

isolats sont  des bacilles à Gram positif  avec des extrémités arrondies,  aérobie, capable de

former des spores à catalase positif, ces caractéristiques représentent les traits typiques des

espèces appartenant au genre Bacillus (Bergey’s manual of systematic biology).

Pour une identification plus efficace ont utilisé d’autres tests biochimiques étaient réalisés en

utilisant la galerie API, les résultats de cette test montre que les isolats appartiennes au genre

bacillus de différents espèces : Bacillus lichenifirmus, Bacillus amyloliquefaciens, Bacillus

megaterium, Geobacillus stearothermophilus, Bacillus cereus.

L’étude de Rückert et al., (2004) a permis d’identifier comme espèces majoritaires

Anoxybacillus flavithermusa (43%), suivi par Bacillus licheniformis a (37%) et Geobacillus

stearothermophilus (11%).

Malgré que Les bacilles thermophiles ne sont pas pathogènes, mais elles peuvent être la cause

d’altération du lait donc ce sont des indicateurs de l’hygiène du processus et des bonnes

pratiques de fabrications(Burgess et al., 2010), en plus la potentiel enzymatique des bacilles

thermophiles  telles que les protéase et lipases  peuvent jouer un rôle important dans la

réduction de la durée de vie du lait (Chen et al., 2003).

Les spores de Bacillus cereus sont capables de résister à de fortes températures et donc aux

principales méthodes de stérilisation de l’industrie agroalimentaire. Il a été montré que dans le

lait UHT (ultra haute température), les spores présentes sont alors activées par ce choc

thermique. Les bactéries, qui ont ainsi germé, peuvent alors produire des enzymes

extracellulaires. Ces enzymes sont produites lors de la fin de la croissance exponentielle ainsi

que pendant le début de la phase stationnaire (Chen et al ., 2003).

La production de ces enzymes extracellulaires est associée à la sporulation de Bacillus

cereus (Chen et al 2004). Ces dernières donnent au lait une flaveur anormale et des défauts

de structure (De Jonghe et al., 2010). Les mécanismes altérant les propriétés physiques

(microstructure, viscosité) et la flaveur du lait sont complexes. Ils résultent d’une

combinaison de réactions physiques, chimiques et biochimiques (Chen et al., 2003).
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Cette altération ne touche pas seulement la qualité du lait pasteurisé mais d’autre aliments

fabriqués à partir ce lait comme les fromages, les crèmes glacées et le yaourt car sont des

produits transformé basant sur la qualité microbiologique de la matière première. Cheng et

al., (2003) ont montré que même si les bactéries qui contaminent le lait ne survivent pas à sa

transformation, les enzymes, elles sont encore plus résistantes à la température. Dans le cas de

thermophiles facultatifs, certaines souches de Bacillus licheniformis sont également capables

de produire une substance extracellulaire visqueuse qui peut affecter la qualité du lait

pasteurisé et de crème (Gilmour et Rowe, 1990).

Les bacilles aérobies sporulés sont des bactéries d’altération mais elles peuvent causer des

toxi-infections alimentaire par ont la capacité de produire des toxines. Samapundo et al .,

(2011) montre que Bacillus cereus capables d’induire des syndromes diarrhéiques par la

production des toxines : la Nhe (entérotoxine non hémolytique), Hbl (Hémolysine BL) et Cyt

K (cytotoxine K). Ces entérotoxines impliquées dans des TIAC sont produites lors de la phase

de croissance végétative des B. cereus dans le petit intestin de la personne contaminée

(Granum et Lund ; 1997).

La contamination du lait pasteurisé à plusieurs facteurs, l’environnement, l’équipement, la

saison, la charge microbienne du lait cru. Le taux de contamination varie en fonction de la

saison (Fernandes, 2009).

La concentration du lait  en spores aérobies au cours du printemps et en été plus élevé due à la

contamination des trayons par le sol pendant le pâturage (Vissers et al., 2007). Pendant la

période d'hébergement, le lait cru peuvent être contaminés par des matières fécales, fourrage

et laitières: foin et la poussière ont été sources importantes de contamination considérées en

hiver (Magnusson et al., 2007; Christiansson et al., 1999).

Les systèmes de traite fermés, mieux conception sanitaire de l'équipement, un nettoyage plus

efficace des vaches et des systèmes efficaces «clean in place» permettre de produire du lait

cru avec une très faible la contamination microbienne (Barbano et al., 2006).

Le genre Bacillus était présent avant et après pasteurisation ce qui est logique cette bactérie

pathogène peut se développer dans le lait cru refroidit à 8°C, et ses spores sont

thermorésistantes pouvant échapper à la pasteurisation. Ces bactéries sont des déterminants

significatifs de la durée de vie du lait pasteurisé (Stepaniak, 2009).
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Dans le cas des bacilles thermophiles les spores de Geobacillus spp. Ont le potentiel pour

survivre à des traitements UHT (Schwarzenbach et Hill, 1999).

Les Bacillus licheniformis, Bacillus subtilis et Bacillus pumilus peuvent survivre à 135 °C

pendant 10 s. De plus, une étude antérieure a montré que, sur un certain nombre de souches de

Bacillus (incluant Bacillus licheniformis) obtenus à partir de produits laitiers, seuls Bacillus

sporothermodurans a survécu à des traitements thermiques élevés de ≥120 °C pendant 5 s

(Mostert et al., 1979).

Novak et al., 2005 ont mené une étude sur la résistance thermique de B. cereus dans le lait

écrémé Les valeurs de D rapportés pour la souche étaient 1,189 min à 72 ° C, 5,13 min à 90 °

C, 7 min à 100 ° C, et de 1,1 min à 130 ° C. Les valeurs D à 90 ° C.

En 2001 janstova et lukasova ont mené une étude sur la thermorésistance de quelque

souches du genre Bacillus dans le lait de vache à 95°C qui a donné des valeurs de D de 4,40

pour Bacillus Sphaericus de 2,02 pour Bacillus amylolytique et de 3,96 pour Bacillus

coagulans ce qui montre que dans les mêmes conditions cette valeur est caractéristique de

chaque souche.
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Pour produire du lait sécurisé sans germes pathogènes avec une durée de vie prolongé, les

industries laitières appliquent des traitements thermiques sur le lait cru qui possède une

charge microbienne très élevé, cette traitement thermique qu’est la pasteurisation leur but est

d’éliminé les bactéries pathogènes et d’altération. Mais le problème qui posse c’est que la

pasteurisation permettre l’activation et la germination des spores thermorésistants donc

l’altération de produit final.

Le but fondamental de ce travail c’est l’isolement et l’identification des bactéries

thermorésistants capable de formé des spores à partir de trois échantillons de lait pasteurisé au

niveau de la laitière de GIPLAIT « Mansourah » dans la région de Tlemcen.

Vingt souches ont été isolé et identifié L’identification phénotypique a montré que la

majorité des isolats 95 % sont des Bacille à Gram positif capable de former des spores, Les

résultats de la caractérisation biochimiques montre que touts les isolats sont catalase positives.

Elles sont donc aérobies ou anaérobies facultatives et que la moitié des souches ont une

oxydase négative, elles sont capables aussi d’hydrolyser la caséine, l’amidon, la lécithine.

Au cour de notre étude nous avons pu identifier 20 isolats dont : Bacillus lichenifirmus,

Bacillus amyloliquefaciens, Bacillus megaterium, Geobacillus stearothermophilus, Bacillus

cereus.

Enfin pour prévenir contre la post-contamination du lait pasteurisé et le problème d’altération

il faut :

L’application des règles d'hygiène et de fabrication en contrôlant la qualité

microbiologique du lait cru  qui la matière première.

L’amélioration du système de nettoyage en place (CIP) des équipements laitiers et

l’application des action physique au cour de nettoyage.

Changement du traitement thermique ou bien la  mise en joue sur les paramètres de
pasteurisation.
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Annexe 1 :

Préparation des milieux de cultures utilisés

Gélosés nutritive

Composant Quantité

Peptone 15g

Extrait de viande 10g

Extrait de levure 0.2g

Chlorure de sodium 0.5g

Agar 20g

Eau distillée 1000ml

ph 7

Gélose nutritive standard Plate Count Agar (P.C.A)

Composant Quantité

Hydrolysat trypsique de caséine 2.5g

Extrait de viande 5g

Glucose 1g

Extrait de la levure 2.5g

Agar 15g

Eau distillé 1000ml

Ph 7

Gélose à l’amidon
Composant Quantité

Amidon .5g

L’eau distillée 50ml

Gélose nutritive 500ml
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Milk agar (gélose au lait)

Composant Quantité

Poudre de lait écrémé 5g

Eau distillée (a) 50ml

Agar 2g

Eau distillée 50 ml

Mannitol-mobilité

Composant Quantité

Peptone trypsique de viande 20 g

Agar 4 g

Mannitol 2 g

KNO3 1 g

Rouge de phénol à 1 % 4g

Eau distillée 1000 ml

ph 7.6-7.8

Gélose- Glucose – Lactose –Saccharose – H2S (Ou milieu TSI )

Composant Quantité

Extrait de viande de boeuf 3g

Extrait de levure 3g

Peptone 20g

Chlorure de sodium 5g

Citrate ferrique 0.3g

Thiosulfate de sodium 0.3g

Lactose 10g

Glucose 1g

Saccharose 10g

Rouge de phénol 0.05g

Agar 12g

Eau distillée 1000ml

Ph 7,4
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Gélose Citrate de Simmons

Composant Quantité

Ammonium dihydrogenophosphate 1g

Phosphate dipotassique 1g

Chlorure de sodium 5g

Citrate de Sodium 2 g

Sulfate de magnésium 0.2g

Bleu de Bromothymol 0.08g

Agar 18g

Eau distillée 1000ml

ph 6,6

Eau physiologie : 9g de NaCL pour 1000ml

d’eau distillée.

Emulsion de jaune d’œuf :

Dans un flacon stérile, récupérez le jaune d’œuf après avoir flambée  la coquille avec de

l’alcool pendant 30 secondes ensuit ajouté le même volume en eau physiologie stérile.

Mélangé rigoureusement puis mettre le mélange au réfrigérateur pendant 24h en suit mélangé

avec gélose TSA  devant bec bensen.

Annexe 2 :

Tableau 6: Résultats des analyses microbiologies du lait pasteurisé.

Echantillon Flore mésophile totale Flore thermorésistante

1 2*103 32*104

2 5*103 22*102

3 36*103 27*103



Résumé

Les industries agro-alimentaires ont souvent recours à la pasteurisation afin d’en produire un lait sain, toutefois ce traitement

thermique est souvent la source de germination et de multiplication de bactéries sporulées.

Le présent travail visait à analyser une série de trois échantillons de lait prélevés du pasteurisateur de la laiterie de GIPLAIT

« Mansourah » située dans la région de Tlemcen.

Dans cette étude, nous avons réalisé l'isolement de 20 souches sur milieu gélose PCA à 30 °C, après un traitement thermique des

échantillons au laboratoire (à 80°C pendant 10 min). L’identification des souches prélevées était réalisée par quelques tests

biochimiques. 95% des souches identifiées appartiennent aux bactéries à des bacilles  Gram positifs, aérobies et aéro-anaérobies

facultatives. Les souches ont été par la suite caractérisées par des tests biochimique, ce qui a permis de classer ces souches dans

cinq  biotypes différents qui sont : Bacillus lichenifirmus, Bacillus amyloliquefaciens, Bacillus megaterium, Geobacillus

stearothermophilus, Bacillus cereus.

Les résultats de cette étude montrent que la pasteurisation n’est pas assez efficace pour détruire les bactéries sporulées aérobies

du genre Bacillus, un nettoyage rigoureux, de bonnes pratiques d’hygiène ainsi qu’un temps de pasteurisation plus important

sont vivement recommandés.

Mots clés : Lait, pasteurisation, bacilles, sporulation, thermorésistance, altération.

الملخص
الحراري قد  یكون عموما مصدر لإحیاء  و تكاثر تلجأ المصانع الغدائیة في اغلب الأحیان   إلى البسترة و دالك إنتاج  حلیب صحي خالي من الجراثیم، ولكن ھذا العلاج

.            التي تقع في منطقة تلمسانجیبلي " منصورة . "من خزن مبستر لملبنةیھدف ھدا العمل إلى تحلیل ثلاثة عینات من حلیب مبستر ماخودالبكتیریا ذات الابواغ

)دقائق10درجة مئویة مدة 80في درجة حرارة(سلالة من وسط زرع بعد معالجة حراریة للعینات في المخبر 20قمنا في ھده الدراسة بعزل وتنقیة 
واللاھوائیة من السلالات تنتمي إلى بكتیریا العصیات الغرام ایجابي ھوائیة95% كانت .البیوكیمیائیة وقد تم تحدید خصائص السلالات المعزولة ببعض التحالیل 

تم تحلیل السلالات المعزولة عن طریق تحلیل بیوكیمیائي أخرى ومنھ صنفت السلالات إلي خمس أقسام مختلفة ولا سیما                    . اختیاري

Bacillus lichenifirmus, Bacillus amyloliquefaciens, Bacillus megaterium, Geobacillus stearothermophilus, Bacillus

cereus.

و تطبیق قواعد الدقیقالقیام بتنظیفولھذا یجب .و لقد أظھرت ھده النتائج أن عملیة البسترة غیر فعالة للقضاء علي البكتیریا ذات الابواغ ھوائیة من صنف العصیات

.النظافة الصحیة إضافتا إلي الزیادة في وقت البسترة

،ضعفعصیات الحرارةمقاومةتبوغ،،، البسترةالحلیب :المفتاحیة كلماتال

Abstract

The food industry often resort to pasteurization in order to produce healthy milk, however, this heat treatment is generally the
source of germination and multiplication of spore-forming bacteria.
The present work was to analyze a series of three milk samples taken from milk pasteurizer Giplait "Mansurah" located in
the Tlemcen region.
In this study, we performed the isolation of 20 strains on PCA agar at 30 ° C, after heat treatment of the samples on the

laboratory (at 80 ° C for 10 min). The identification of strains taken was carried out by some biochemical tests. 95% of

identified strains belong to bacteria to Gram-positive bacilli, facultative aero-anaerobic. The strains have subsequently been

characterized by biochemical tests , which allowed to classify these strains in five different biotypes that are: Bacillus

lichenifirmus, Bacillus amyloliquefaciens, Bacillus megaterium, Geobacillus stearothermophilus, Bacillus cereus.

The results of this study show that pasteurization is not effective enough to destroy aerobic spore-forming bacteria of the
genus Bacillus, a rigorous cleaning, hygienic practices and that more time pasteurization are strongly recommended.

Key words: Milk, pasteurization, sporulation, heat resistance, impaired.


