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Résumé

Obijectifs: Le lactosérum offre une source intéressante de substances actives et de nutriments
bénéfiques. De plus, le lactosérum présente des caractéristiques exceptionnelles qui sont
exploitées dans le domaine économique et écologique. Le but principal de ce mémoire est
I’étude de I’effet de la pasteuristation sur la qualité physico-chimique et microbiologique du
lactosérum de lait de vache.

Methodologie: Le lactoserum doux de lait cru et de lait pasteurisé a été obtenu par utilisation
de la présure. Ensuite, les échantillons de lactosérum ont été préleves dans des flacons
stériles. Enfin, les flacons ont été aussitot refroidis dans un réfrigérateur a 4°C jusqu’au
moment de I’analyse. Les paramétres physico-chimiques et microbiologiques ont été par la
suite déterminés pour les deux types de lactoserum.

Résultats: Le lactosérum de lait cru avait un pH de 6,65 + 0,5, une acidité de 14 + 0,2°D, une
teneur en matiere grasse de 6 g/l et un extrait sec total de 7,51%. Le lactosérum de lait
pasteurisé avait un pH de 6,63 £ 0,5, une acidité de 13 + 0,2°D, une teneur en matiére grasse
de 4 g/l et un extrait sec total de 7,39 %.

Le lactosérum de lait cru était caractérisé par une charge globale variable et acceptable des
germes aérobies mésophiles totaux (GAMT) et une charge inférieure a la norme des
coliformes totaux et fécaux. Le lactosérum de lait pasteurisé était caractérisé par une absence
quasi-totale des GAMT, une absence totale de coliformes totaux et fécaux. Une absence
compléte de Staphylococcus aureus, de levures et moisissures a été notée a la fois dans le
lactosérum de lait cru et celui de lait pasteurisé.

Conclusion: Le respect des bonnes pratiques d’hygi¢ne dans 1’élevage des vaches et dés la
traite jusqu’a la séparation du lactosérum est indispensable pour I’utilisation du lactosérum de
lait cru. Cependant, la pasteurisation reste toujours le moyen le plus efficace pour utiliser le

lactoséum sans risques aux consommateurs.

Mots clés: Lactosérum, lait, vache, cru, pasteurisé, physico-chimiques, microbiologie.



Abstract

Objectives: Whey offers an interesting source of active substances and beneficial nutrients. In
addition, whey has exceptional characteristics that are exploited in the economic and
ecological field. The main goal of this dissertation is the study of the effect of pasteurization
on the physicochemical and microbiological quality of cow's milk whey.

Methodology: Whey from raw milk and pasteurized milk was obtained by using rennet.
Then, the whey samples were collected into sterile bottles. Finally, the vials were immediately
cooled in a refrigerator at 4°C until analysis. The physicochemical and microbiological
parameters were subsequently determined for the two types of whey.

Results: Raw milk whey had a pH of 6.65 £ 0.5, an acidity of 14 + 0.2°D, a fat content of 6
g/l and a total solids content of 7.51%. . Pasteurized milk whey had a pH of 6.63 £ 0.5, acidity
of 13 + 0.2°D, fat content of 4 g/l and total solids of 7.39%.

Raw milk whey was characterized by a variable and acceptable overall load of total aerobic
mesophilic germs (TAMG) and lower laod than the standard of total and fecal coliforms.
Whey from pasteurized milk was characterized by an almost total absence of TAMG, a total
absence of total and fecal coliforms. A complete absence of Staphylococcus aureus, yeasts
and molds was noted in both raw milk and pasteurized milk whey.

Conclusion: Compliance with good hygiene practices in cow breeding and from milking to
separation of whey is essential for the use of raw milk whey. However, pasteurization still
remains the most effective way to use whey without risks to consumers.

Keywords: Whey, milk, cow, raw, pasteurized, physicochemical, microbiology.
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Introduction

L’ Algérie est le premier consommateur de lait au Maghreb, avec prés de 3 milliards de litres
par année. Cet aliment occupe une place prépondérante dans la ration alimentaire des
algériens (Hamiroune et al., 2014). La présence du lait dans l'alimentation quotidienne est
essentielle en raison de sa composition équilibrée en nutriments essentiels (protéines,
glucides, lipides) et de sa teneur en vitamines et minéraux (calcium notamment) (Najari,
2005). La demande en lait est aujourd'hui en constante hausse, car il peut étre consomme frais
ou transformé par pasteurisation, stérilisation ou transformation en produits dérivés
(Gaddour, 2010).

La fraction minérale du lait joue un rdéle important en technologie fromagere (coagulation,
synérese, texture). En effet, toute modification dans la répartition minérale se répercute sur le
comportement technologique des laits et les propriétés rhéologiques des coagulums (Roefs et
al, 1990).

L'industrie laitiére explore diverses transformations du lait en ressources, générant un large
éventail de produits, tel que le yaourt, le fromage, le petit lait, ainsi que d'autres. Parmi ces
sous-produits, le lactosérum, issu de la production du fromage, attire particulierement
I'attention en raison de ses qualités remarquables. Ce liquide résiduel offre une source
intéressante de substances actives et de nutriments bénéfiques, notamment grace a sa
composition en lactose, proteines solubles, vitamines hydrosolubles, graisses et éléments

minéraux (Benaissa.M, 2018).

La pasteurisation est une technique tres utilisée dans I’industrie laitiere. Elle sert a conserver
le lait par traitement thermique. Ce procédé de chauffage permet non seulement la réduction
du nombre de microorganismes dans le lait mais il entraine aussi une modification de ses
caractéristiques physicochimiques. Comme le lactosérum est un dérivé du lait, la
pasteurisation du lait pourrait-elle aussi altérer la qualité de son lactosérum ? Ainsi, le but
principal de ce mémoire est I’étude de I’effet de la pasteuristation sur la qualité physico-

chimique et microbiologique du lactosérum issu du lait de vache.
Ce mémoire consiste en deux parties:

o Une partie bibliographique sur la composition physicochimique et microbiologique
du lait et lactosérum, et l'utilisation du lactosérum dans les divers domaines a savoir

agro-alimentaire, pharmaceutique, etc.;

1
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o Une seconde partie pratique qui cite le matériel et les méthodes utilisés dans la
caractérisation physico-chimique et microbiologique du lactosérum avec présentation

et discussion des résultats. Cette partie se termine par une conclusion genérale.
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Chapitre I : Généralités Sur Le Lait

A. Généralités sur le lait
1. Définition du lait

En 1908, lors du Congrés International de la Répression des Fraudes & Genéve, le lait a été
officiellement défini comme étant le produit complet de la traite continue d'une vache en
bonne santé, bien nourrie et non stressée. Il doit étre collecté de maniere hygiénique et ne doit

pas contenir de colostrum (Alias C. 1975).

Le lait, essentiel a tous les &ges, est riche en calcium, protéines de haute qualité, vitamines,
oligoéléments et eau, le définissant comme un aliment complet sur le plan nutritionnel (Debry
G. 2006)

Le lait destiné a la consommation est un mélange provenant de la traite de plusieurs animaux,
ce qui diminue les variations individuelles. Cependant, des fluctuations persistent en raison de

facteurs génétiques, physiologiques et zootechniques (FAO, 1998).

Le lait contient des vitamines, des oligoéléments et de I'eau. Il s'agit d'un liquide blanc,
Iégerement sucré, sécrété par les glandes mammaires des mammiferes femelles pour nourrir
leurs petits. Le lait cru, non traité, est conserveé au frais a la ferme et doit étre consommé dans
les 24 heures suivant la traite. Cependant, il doit étre porté a ébullition avant d'étre consommé

pour éliminer les germes pathogénes (Fredot E. 2006).
2. Composition du lait

Le lait est constitué de quatre éléments principaux: les protéines, les lipides, les glucides et les
sels minéraux. Sa composition peut varier en fonction de I'espéce animale, de la race, du stade

de lactation, de la saison, et d'autres facteurs.

Tableau N°01: Composition chimique du lait de vache (Alais, 1984).

Contituants Teneur en g/l
Eau 905

Glucide 49

Lipides 35

Protides 34

Sels 09

Vitamines 29
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Tableau N°02: Composition typique du lait de vache et propriétés physiques (Pernod,

2005).
Composition (g/l) Etat physique des

composants

Eau 905 Eau libre (solvant) + eau liée
(3.7%) Solution

Glucides 49

Lipides : 35 Emulsion des globules gras

-Matiere grasse proprement | 34 (3a5 micron)

dite.

-Lecithines (phospholipides) 05

-Partie insaponifiable 05

(sterols, carotene et| '

tocophérols).

Protides : 35 Suspension  micellaire  de

ek Phospho-caséinate de

Case,'_”e 27 calcium (0.08 a 0.12Nm).

-Protéines 5,5 Solution (colloidale)

-Substance azotées 1,5
Solution (vraie)

Sels : 9 Solution ou état colloidal (P et Ca)

Is de K, Ca, Na, M ).

-de ’acide citrique 2 (Sels de K, Ca, Na, Mg, etc.)

-de I’acide phosphorique 2,6

(P205)

-de D’acide  chlorhdrique | 1,7

(NaCL)

Constituants divers : Traces

(vitamines, enzymes, gaz

dissous)

-Extrait sec total. 197

-Extrait sec non gras. 92




Chapitre I : Généralités Sur Le Lait

2.1 Glucides

Les glucides présents dans le lait se composent principalement de lactose, ainsi que de
glucides liés aux protéines. La quantité de lactose dans le lait des mammiferes est influencée
par la teneur en minéraux, avec lesquels il contribue a maintenir I'équilibre de la pression
osmotique. Dans le lait de vache, le taux de lactose varie entre 4,8 % et 5 %, représentant

ainsi 97 % de tous les glucides présents (Jeantet et al, 2008).

Le lait contient également d'autres sucres en petite quantité, tels que le glucose, le galactose,
ainsi que des glucides azotés tels que la N-acétylglucosamine, la N-acétylgalactosamine et
I'acide N-acéty neuraminique (acide sialique). Ces derniers sont généralement présents en
traces dans le lait naturel qui jouent un réle important dans la santé intestinale et la
stimulation de la croissance bactérienne bénigne dans le tractus gastro-intestinal (Mathieu,
1998).

2.2 Protéines

Le lait contient en moyenne 3.5% de protéines, avec variabilité basée sur I'alimentation

animale, la saison et le cycle de lactation (Fredot, 2007).
Les principaux composants protégiques dans le lait incluent :

> la caséine (environ 72-80% des protéines totales)
» la lactalbumine (approximativement 14%, soit 0.4% par 100 ml de lait) et la
lactoglobuline (6%, ou environ 0.2% par 100 ml de lait).

Ces dernieres deux protéines se dissolvent facilement mais gellent lorsqu'elles sont chauffées,
créant ainsi la crolte du lait bouilli. Tous les acides aminés essentiels sont présents,

notamment la lysine (Apfelbaum et al., 1995).
2.3 Eau

L'eau est le composant le plus abondant dans le lait, avec une concentration moyenne de 902
grammes par litre. Tous les autres éléments et constituants du lait, y compris ceux de la

matiere seche, sont disséminés dans cet environnement aquatique (Mathieu, 1998).
2.4 Matieres azotées non protéiques (ANP)

Les matiéres azotées non protéiques (ANP) représentent environ 5% de l'azote total dans le

lait de vache.
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L'urée est le principal composant de I'ANP, représentant entre 33% et 79% de I'azote non
protéique dans le lait. D'autres composants de I'ANP comprennent I'acide urique, I'ammoniac
et la créatinine. La teneur en urée dans le lait est étroitement liée a celle du sang (Hanzen,
1999).

2.5 Matiere grasse

La composition recommandée par 1’Organisation agricole alimentaire (FAQO) et

I’Organisation mondiale de la santé (OMS) pour la matiére grasse comprend:

> 24-25% d'acides gras saturés
» 60% d'acides gras insaturés

> 15 % a 16% d'acides gras polyinsaturés

Il est important de maintenir un équilibre dans les apports en acides gras essentiels avec
d'autres sources alimentaires, car certaines variantes de lait "maternisé" contiennent beaucoup

d'acides gras essentiels provenant d'huiles vegétales comme le tournesol ou le mais.

En plus de ces graisses simples, on trouve également des lipides polaires tels que les
phospholipides qui se trouvent principalement sous forme liée dans la membrane cellulaire.
Les substances liposolubles insaponifiables, telles que les caroténes et les vitamines A et D,

constituent le reste de la fraction lipidique (Romain et al, 2008).

Tableau N°03: Composition lipidique moyenne du lait de vache (Romain et al., 2008).

Consitituants lipidiques Proportions
Triacylglycérols 97,5
Diacylglycérols 0,36
Monoacylglycérols 0,027

Acide gras libre 0,027
Cholesterol 0,31
Hydrocarbures Traces
phospholipides 0,6
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2.6 Vitamines
Les vitamines sont classées en deux catégories:

Les vitamines hydrosolubles (vitamines du groupe B et vitamine C) qui sont solubles dans

I'eau et les vitamines liposolubles (vitamines A, D, E et K) qui sont solubles dans les graisses.

Les vitamines hydrosolubles sont présentes en quantités constantes dans I'organisme, tandis
que les vitamines liposolubles sont stockées dans le corps et leur quantite dépend de facteurs

exogenes tels que l'alimentation, la race et les radiations solaires.

Les vitamines hydrosolubles peuvent étre consommeées en poudre, tandis que les vitamines

liposolubles sont mieux absorbées sous forme huileuse.

Les vitamines hydrosolubles ne s'accumulent pas dans le corps et tout exces est éliminé dans
les urines, tandis que les vitamines liposolubles peuvent causer une hypervitaminose en cas de
surdosage. Chaque vitamine a un réle et un intérét particulier et agit dans plusieurs fonctions
(Brule et al., 2008).

2.7 Minéraux

Le lait de vache riche en calcium (93mg/100g) et en phosphore (117mg/100g). Les minéraux
contenus dans le lait de vache, tels que le calcium et le phosphore, sont essentiels pour notre
santé. lls jouent un réle crucial dans la structure et le fonctionnement de notre corps. Ces
minéraux doivent étre apportés par notre alimentation car ils sont impliqués dans de

nombreux mécanismes physiologiques (Romain et al, 2008).

Tableau N°04: Composition minérale du lait de vache (Romain et al., 2008).

Composition minérale Proportion (g/l)
Sodium 0,58
Magnésium 0,12

Calcium 1,23

Phosphore 0,95

Citrate 1,6
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2.8 Enzymes

Le lait est un tissu vivant qui renferme de nombreuses enzymes. Cependant, il est difficile
d'étudier ces enzymes car il n'est pas toujours facile de les distinguer de celles produites par
les microbes présents dans le lait (Veisseyre, 1975). Le lait contient 03 groupes d’enzymes:

Les oxydases (ou déshydrogénases) et les hydrolases et les oxygénases (Veisseyre, 1975).
Les enzymes dans le lait jouent un rdle crucial qui peut étre résumé en trois points clés:
* Elles dégradent les composants d'origine du lait ;

* Certaines enzymes ont des propriétés antibactériennes et offrent une protection partielle au

lait, telles que la lactopéroxydase et le lysozyme ;

* Certaines enzymes servent d'indicateurs de la qualité hygiénique du lait (Goursaud, 1985).
3. Propriétés physicochimiques du lait

3.1 Aspect

Le lait se présente sous forme d'un liquide opaque, d'un blanc mat, avec des nuances de jaune

plus ou moins prononcées en fonction de la quantité de matiere grasse et de béta-caroténe
(Cudec, 2001).

Le lait a une odeur légére mais distinctive, et son godt varie en fonction des différentes

especes animales (Luquet, 1985).
3.2 Densité

La densité du lait varie de 1,028 a 1,034 et doit étre au moins égale a 1,028 a 20°C. Les laits
de grande production laitiere ont une densité de 1,032 a cette température, tandis que les laits

écrémes affichent une densité supérieure a 1,035 (Vierling, 2008).
3.4. Viscosité

La viscosité du lait est une propriété complexe fortement influencée par les particules
colloidales émulsifiées et dissoutes. La teneur en matiéres grasses et en caséine joue un réle
prépondérant dans sa viscosité, tout comme certains parametres technologiques. Cette
caractéristique est cruciale pour la qualité du lait, car elle influe sur la perception de sa qualité
par le consommateur. Par exemple, les consommateurs d'Europe centrale apprécient
positivement le lait concentré a la texture filandreuse, associant cette viscosité élevée a une

concentration élevée en composants laitiers (Rheotest, 2010).
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3.5. Point de congélation

Le lait se congéle en dessous de 0°C en raison de la cryoscopie, un phénomene ou les
substances dissoutes abaissent le point de congélation du solvant. La formule A - 1,85 P/ M
relie I'abaissement a la concentration moléculaire des substances dissoutes (P: poids de
substances dissoutes en g/l; M: poids moléculaire moyen) dans une solution aqueuse. Le point
de congelation du lait, une caractéristique constante, est de -0,555 °C pour le lait de vache,
similaire a celui du sérum sanguin. Cette stabilité est utilisée pour détecter la fraude laitiére,
ou des altérations telles que la fermentation lactique ou I'ajout de sels solubles peuvent

abaisser ce point (Larpent, 1990).
3.6. Point de d’ébullition

Le lait commence a bouillir au-dessus de 100°C, généralement entre 115 et 117°C.
Cependant, lors du chauffage, des modifications dans I'équilibre se produisent, affectant le

comportement des ions, des molécules et des micelles présents dans le lait (Larpent, 1990).
3.7. pH du lait

La réaction ionique des différents laits est proche de la neutralité, avec un pH compris entre
6,4 et 6,8, influencé par la présence de la caséine, des anions phosphorique et citrique. Le pH
du lait n'est pas fixe, pouvant varier pendant le cycle de lactation et en fonction de
I'alimentation. Les variations restent limitées au sein d'une méme espéce, bien que le
colostrum présente un pH plus bas en raison de sa forte teneur en protéines (Gaucher et al,
2008).

3.8. Acidité du lait

La mesure de l'acidité titrable renseigne sur la quantité d'acide lactique produite a partir du
lactose. Un lait frais affiche une acidité de titration de 16 a 18°Dornic (°D). Au fil du temps, a
température ambiante, le lait subit une acidification progressive et spontanée, distincte de
I'acidité naturelle initiale qui le caractérise. Cette évolution provient de la conversion du
lactose en acide lactique par des microorganismes, créant ainsi une acidité développée
(Mathieu, 1998).

L'acidité d'un lait est souvent mesurée en degrés Dornic, représentant le dixieme de millilitre
de soude nécessaire pour titrer 10 millilitres de lait avec de la phénolphtaléine. Deux laits

peuvent présenter des pH identiques mais des acidités titrables différentes, et vice versa.

11
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Ainsi, il n'existe pas de corrélation directe entre le pH et l'acidité de titration, soulignant une

absence d'équivalence réelle entre ces deux parametres
3.9. Matiére grasse

La matiére grasse du lait est généralement quantifiée par le taux butyreux (TB), qui se référe a
I'ensemble des substances lipidiques présentes dans le lait, c'est-a-dire les acides gras.
Cependant, la matiére grasse du lait comprend également entre 0, 5 et 1% de produits non
lipidiques, certains d'entre eux étant liposolubles et se trouvant dans le lait en raison de
I'élaboration du lait. Le TB ne prend en compte que les esters d'acide gras stricts, excluant les

autres composants lipidiques.
4. Propriétés microbiologiques du lait
4.1. Flore originale

Le lait collecté dans de bonnes conditions contient tres peu de micro-organismes, provenant
d'animaux sains (moins de 103 bactéries/ml). Il s'agit essentiellement de bactéries saprophytes
du sein et des canaux galactophores : Micrococcus, Streptococcus lactis, Lactobacilles
(Guiraud, 2003).

4.2. Flore d’altération
4.2.1. Bactéries psychotolérantes

Le lait cru peut contenir des bactéries psychrotolérantes qui synthétisent des protéases
thermostables, capables de cliver certaines protéines du lait, méme a basse température (a
partir de 5°C). Certaines de ces bactéries possedent également une activité lipase
thermostable, entrainant I'nydrolyse des triglycérides. Ces activités enzymatiques peuvent
provoquer un godt amer ou rance dans le lait. Ces altérations peuvent conduire a une

instabilité du traité a ultra haute température.

Les sources de ces microorganismes dans le lait sont principalement le matériel de traite et les
peaux des animaux. Dans le lait cru, on trouve majoritairement des bactéries Gram -
psychrotolérantes, telles que Pseudomonas, Acinetobacter, Alcaligenes, Flavobacterium, ainsi
que des Entérobactéries (Alais, 1984).

12
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4.2.2. Coliformes

o Ce sont des bacilles Gram -, non sporulés, aérobies ou anaérobies facultatives, qui
peuvent fermenter le lactose pour produire de I'acide et des gaz. On distingue parmi
les coliformes :

o Les coliformes fécaux, issus de l'intestin de I'homme et des animaux, qui sont
résistants a la chaleur ;

o Les coliformes non fécaux, issus de I'environnement, ou nous retrouvons notamment

Escherichia coli et Hafnia alvei, principalement présents sur le matériel.

Les coliformes induisent un risque de gonflement précoce en raison de la synthese de dioxyde

de carbone et d'hydrogene, mais ils peuvent également causer des probléemes d’égouttage

(Alais, 1984).
4.2.3. Bactéries sporulées

Les spores de butyrate peuvent provoquer des défauts tels qu'un gonflement ultérieur

Fromage avec des meules trouées, godt et odeur désagréables.

Clostridium tyrobutyricum est la principale bactérie responsable de ce défaut. En fait,
cette bactérie est capable de résister a des températures élevées grace a ses spores,
provoque la fermentation de I'acide  butyrique en libérant de 1’acide butyrique, de

I'nydrogene et du dioxyde de carbone (Alais, 1984).
4.2.4. Moisissures

Le lait peut rancir en raison de diverses moisissures qui y étaient initialement présentes,
notamment les genres Mucor, Rhizopus et Aspergillus, qui sont les principaux responsables de
la détérioration des produits laitiers. La moisissure peut provoquer des défauts de saveur et de
texture (Alais, 1984).

4.3. Flore de contamination
Le lait peut étre contaminé par des apports microbiens divers, notamment:

o Les féces et les teguments de I'animal, qui peuvent contenir des bactéries telles que les
Coliformes, les Entérocoques, les Clostridium, les Salmonella et les Staphylocoques ;

o Le sol, qui peut étre source de bactéries comme les Streptomyces, les Listeria et des
bactéries sporulées, ainsi que des spores fongiques ;

o Lair et I'eau, qui peuvent contenir des flores diverses et des bactéries sporulées
(Guiraud, 2003).
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4.3.1. Les Salmonella

Elles sont des bactéries & Gram négatif, de type aérobie-anaérobie facultatif, appartenant a la
famille des Enterobacteriaceae. Elles peuvent se multiplier a des températures comprises
entre 5 °C et 45 °C, avec un optimum entre 35 °C et 37 °C, et a des pH de 4,5 a 9, avec un
optimum compris entre 6,4 et 7,5. La plupart des salmonelles peuvent se développer dans les

aliments présentant une activité de I'eau (Aw) comprise entre 0,945 et 0,999 (D'aoust, 1989).
4.3.2. Listeria

Elles sont des bactéries qui se présentent sous la forme de petits bacilles de forme réguliere a
Gram positif (Seelinger, 1986). Leur croissance est possible dans une plage de températures
allant de 0 °C a 45 °C, avec une température optimale comprise entre 30 °C et 37 °C. Elles
peuvent également se développer dans un pH compris entre 4,5 et 9,6. De plus, entre 20 °C et
25 °C, ces bactéries sont mobiles grace a des flagelles implantés de maniere péritriche
(Lovett, 1989).

4.3.3. Staphylococcus aureus coagulase positive

Elles se cultivent dans une plage de températures allant de 6°C a 46°C, avec une température
optimale de 37°C, et a un pH compris entre 4 et 9,8, avec un pH optimum de 6 a 7. Cette
espece tolere des concentrations élevées de chlorure de sodium (jusqu'a 20 %) (Buyser,
1996).

Elle fait partie de la flore de la peau et des muqueuses des humains et des animaux, et bien
gu'elle soit genéralement inoffensive, elle peut causer des infections (abcés cutanés ou
mammites). La contamination du lait peut survenir par l'intermédiaire de porteurs sains ou
infectés, ou par I'environnement. Chez les bovins, S. aureus est isolé dans les narines, et on le

retrouve également dans les manchons des machines a traire (Brisabois et al., 1997).
4.3.4. Escherichia coli

Elles forment un groupe de bacilles mobiles ou immobiles, & Gram négatif, de la famille des
Enterobacteriaceae. Elles peuvent se multiplier a des températures comprises entre 4°C et
46°C, avec un optimum de croissance a 37 °C et a un pH compris entre 4,6 et 9,5. Les especes
d'E. Coli qui provoquent la diarrhée, la gastrite aigué ou la colite humaine sont pathogenes
(Brisabois et al., 1997).
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4.3.5. Autres micro-organismes pathogenes

D’autres micro-organismes pathogénes peuvent étre rencontrés dans le lait et les produits
laitiers, notamment Yersinia enterocolitica, Campylobacter jejuni, Coxiella burnetii,
Streptococcus agalactiae, Clostridium botulinum, Bacillus cereus, les moisissures
productrices de toxines et les virus. La présence et la persistance de ces germes dans les laits
et les produits laitiers dépendent de leur résistance aux traitements que peut subir le lait cru
(pasteurisation, acidification, chauffage du caillé, conditions d'affinage) et du niveau initial de

contamination dans le lait cru (Brisabois et al., 1997).
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B. Lactosérum
1. Définition du lactosérum

Anciennement désigné sous le nom de petit lait, le lactosérum est un sous-produit issu de la

fabrication du fromage et de la préparation des caseinates (Jouan, 2002).

Le lactosérum, connu depuis plus de 5000 ans, a été découvert fortuitement par des Bédouins
lors du transport de lait. En effet, I'acidification naturelle et la coagulation par la chaleur
engendraient la séparation du lait en une phase liquide (le lactosérum) et un caillé solide
(DeWitt, 2001).

Le lactosérum désigne le liquide translucide et jaunatre qui se forme aprés séparation des
caséines du lait (Heslot, 1996). Ce processus de séparation peut se faire par coagulation acide
ou par l'action d'enzymes comme la présure ou la chymosine, lors de la fabrication fromagere
(Heslot, 1996; Jouan, 2002).

2. Différents types de lactosérum

Selon le procédé de fabrication utilisé, différents types de lactosérums existent. Ces
lactosérums peuvent étre principalement classés en deux catégories en fonction de l'acidité du
liquide obtenu (Alais, 1984).

Tableau N°04: Différents types de lactosérum (Adrian, 1991).

Type Degré d’acidité | pH Production

-Fromagerie a pate pressee
- Fromagerie a pate cuite

Lactosérum doux <18°D 6,5%6,7 - Caséinerie présure.

- Fromagerie a pate fraiche
- Fromagerie a pate molle

Lactosérum acide <18°D 45-55 - Caséinerie acide.
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2.1. Lactosérum doux:

Le lactosérum est obtenu par la coagulation de la caséine sous l'action de la présure, sans
acidification préalable. Ce processus donne un sérum doux, pauvre en sels minéraux mais
riche en lactose et en protéines. En plus des protéines solubles du lait, ce type de lactosérum
renferme une glycoprotéine issue de I'hydrolyse de la caséine Kappa par la présure (De la
Fuente, 2002; Sottiez, 1990).

En l'absence de précautions adéquates, le lactosérum de fromagerie peut voir son acidité
augmenter en raison de la poursuite de la fermentation naturelle. Le lactosérum doux
provenant de la fabrication de fromages a pate pressée cuite ou non cuite (comme
I'Emmenthal, le Saint Paulin, I'Edam, etc.) présente un pH compris entre 5 et 6,3 (Morr et
Ha, 1993).

2.2. Lactosérum acide

La caséine est obtenue aprés coagulation du lait par précipitation des caséines a leur point
isoélectrique, qui se situe a pH 4, 6. Cette précipitation est provoquée par I'ajout d'un acide
fort ou d'acide lactique (Violleau, 1999).

La caséine se lie aux sels de calcium, et lorsqu'elle est acidifiée, cela entraine sa
déminéralisation. Ce processus libére une quantité significative d'éléments minéraux, tels que

le calcium et le phosphore, qui passent dans le sérum (Sottiez, 1990).

Les lactosérums acides contiennent moins de lactose mais davantage de minéraux que les
lactosérums doux. lls sont aussi plus chargés en bactéries lactiques et moins sujets a des

fermentations que les lactosérums doux (Moletta, 2002).

Les fortes concentrations en acide lactique et en minéraux présentes dans les lactosérums
acides rendent leur déshydratation plus difficile. C'est pourquoi les lactosérums acides sont
souvent utilisés sous forme liquide, tandis que les lactosérums doux sont généralement
déshydratés (Moletta, 2002).

3. Composition biochimique du lactosérum

La composition des sous-produits Issues de la fabrication du fromage et de la caséine varie en
fonction du lait utilisé et du processus de coagulation des caséines. Les données

approximatives de leur composition sont présentées dans le tableau ci-dessous :
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Tableau N°06: Composition du lactosérum doux (Sottiez, 1990).

Lactosérum

Lactosérum

Composition doux

Pate  pressee | Pate  pressée | camembert | Pate fraiche

cuite non cuite
Liquide (%) 93,5 95 93,5 94
Extrait sec (%) 6,5 5 6,5 6
pH 6,7 6,5 6,1 6
Constituants (g/l)
Lactose 76 75 75 65,5
Protéines 13,5 13,5 12 12
Cendres 8 8 8,25 9
Matiere grasse ill 1 il 0,5
Acide lactique 1,80 2,80 2,20 10
Minéraux (%)
Ca 0,60 0,65 0,70 1,90
P 0,60 0,65 0,70 1,50

Tableau N°07: Composition du lactosérum acide (Sottiez, 1990).

lactosérum acide

Composition

Caséine
Liquide (%) 94
Extrait sec (%) 6
pH 4,6
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Constituants (g/l)

Lactose 74
Protéines 12
Cendres 12
Matiére grasse 0,50
Acide lactique 18

Minéraux (%)

Ca 1,80
P 1,50
3.1. Lactose

Le lactose, principal composant du lactosérum, est un diholoside formé par la liaison d'une
molécule de a ou 3-D-glucose avec une molécule de 3-D-galactose, donnant ainsi naissance a

deux stéreo-isomeres réducteurs de lactose (Beerens et al., 1990).
Le lactose est caractérisé par:

» Une solubilité limitée.
» Un pouvoir sucrant faible. Sa seule source importante dans la nature est le lait et les

produits laitiers (Visser et al., 1988).
3.2. Minéraux

Dans certaines pratiques fromageéres, I'ajout de sel au lait entraine la présence de ce sel, ainsi
que des matiéres minérales dissoutes, dans le lactoserum. Les matieres salines représentent 8 a
10% de I'extrait sec de sérum, dont plus de 50% sont des chlorures de sodium et de potassium,
tandis que le reste est principalement composé de sels de calcium, notamment sous forme de

phosphate de calcium. (Vrignaud, 1983).

Les sels minéraux présents dans le lactosérum sont considérés comme des composants
indésirables. Une quantité significative de ces sels semble limiter l'utilisation du lactosérum
dans l'alimentation humaine et infantile. Cependant, le lactosérum est utilisé pour produire du

lactose pur et des protéines (Meréo, 1971).
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Compte tenu de la présence indésirable de sels minéraux élevée dans le lactosérum, il est donc
bénéfique de le déminéraliser partiellement a l'aide de techniques physico-chimiques, comme
I'électrodialyse (Linden et Lorient-Biochimie, 1994).

3.3. Protéines du lactosérum
Les protéines du lait se répartissent en deux grandes catégories:
Caseines

La premiere famille est composée de caséines, qui représentent environ 80% des protéines

totales du lait.
Protéines solubles

La seconde famille est constituée de protéines solubles, principalement la -lactoglobuline (B-
LG) et l'a-lactalbumine (a-LA) (Morr and Ha, 1993).

L’albumine sérique bovine (BSA), les immunoglobulines (Ig) et les protéases peptones font
également partie des protéines solubles du lait (De Wit, 1981; De Wit and Hontelez-Backx,
1981; De Witt, 2001). A I'échelle industrielle, les protéines solubles telles que la P-
lactoglobuline et I'a-lactalbumine sont extraites a partir du lactosérum; Le lactosérum contient

environ 1% de protéines en poids (Morr and Ha, 1993).
3.3.1. B-lactoglobuline (B-LG)

La B-lactoglobuline est la protéine la plus répandue dans le lactosérum ; sa concentration se
situe entre 2 et 4 g/L de lactosérum ; cette quantité représente environ 50% des protéines
totales présentes dans le lactosérum (Eugenia et al., 2006). La B-lactoglobuline est une
protéine globulaire de structure compacte ; elle est composée de 162 résidus d'acides aminés
et sa masse moléculaire relative est de 18,3 KDa. Neuf variantes genétiques différentes de
cette protéine ont été identifiées (Eugenia et al., 2006; Uchida et al., 1996).

Bien que le role physiologique exact de la p-lactoglobuline ne soit pas encore clairement
établi, cette protéine présente une qualité nutritionnelle exceptionnelle. La B-LG est riche en
acides amines essentiels, en particulier la leucine et la lysine. De plus, elle est abondante en
méthionine et cysteine, qui sont les principales sources de soufre dans l'alimentation (Arthur et
al., 1997; Hambling et al., 1992; Morr, 1989).
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3.3.2. Lactalbumine (a-LA)

L'a-lactalbumine est une protéine globulaire dont la structure primaire présente de
nombreuses similitudes de séquences avec le lysozyme de I'ccuf de poule ; elle partage 47
résidus d'acides aminés identiques sur 123 avec le lysozyme ; son poids moléculaire est de 14
kDa et sa concentration dans le lactosérum se situe entre 1 et 1,5 g/L, représentant environ

20% des protéines totales du lactosérum (Cheftel et al., 1985).

L'a-lactalbumine est une autre protéine fonctionnelle trés intéressante en raison de sa
composition riche en tryptophane, cette teneur élevée en tryptophane en fait une base de choix

pour la production de peptides destinés a I'alimentation diététique ou médicamenteuse.

L'a-lactalbumine agit comme un cofacteur dans la biosynthéese du lactose (Brew et Grobler,
1992; Creamer et MacGibbon, 1996; De Wit et Hontelez-Backx, 1981; De Witt, 2001).

3.3.3. Sérum albumine bovine (BSA)

Le sérum albumine bovine représente 0, 1 a 0,4 g/L des protéines du lait ; elle est constituée
de 582 acides aminés. Les liaisons avec les acides gras stabilisent la molécule de protéine

contre la dénaturation par la chaleur.

Le sérum albumine bovine est soluble jusqu'a 35% a 3°C dans I'eau distillée, mais précipite
largement a température ambiante, entre 40 et 45°C (Gumpen et al., 1979; Lin et al., 1976;
Morr et Ha, 1993).

3.3.4. Immunoglobuline (1g)

L’immunoglobuline se référe a une famille hétérogéne des glycoprotéines; Ces
glycoprotéines possédent une activité d'anticorps (Eigel et al., 1984). Les immunoglobulines
se composent de quatre classes: 1gG1, 1gG2, IgA, IgM et IgE. Ces différentes classes
d'immunoglobulines ont été identifiées dans le lait. Ce sont des monomeres constitues de deux
chaines polypeptidiques légéres de 20 kDa et deux chaines polypeptidiques lourdes de 50 a 70

kDa, liées entre elles par des ponts disulfures (Brunner, 1977).

Le lait de vache contient entre 0,6 et 1,0 g/L dimmunoglobulines, parmi ces
immunoglobulines, 80% sont de type 1gG. Les immunoglobulines se caractérisent par une
plus grande résistance a la chaleur que I'a-lactaloumine et la B-lactoglobuline (Eigel et al.,
1984).

Bien que les protéines ne constituent pas la fraction la plus abondante du lactosérum, elles

presentment un grand intérét. Les protéines du lactosérum revétent une importance
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économique et nutritionnelle majeure, leur valeur nutritionnelle est supérieure a celle des

protéines du blanc d'ceuf, qui servent de référence (Sottiez, 1990).
5. Valorisation du lactosérum

Représentant une quantité considérable (80 % du lait), le lactosérum constitue un defi majeur
en termes de gestion des eaux résiduaires pour les industries laitiéres. Cependant, grace aux
avancées scientifiques, la valeur nutritive de ce sous-produit, qui a longtemps souffert d'une

mauvaise réputation injustifiée, a été réévaluée (Alais, 1975).
Utilisation du lactosérum

IL est largement utilisé dans divers domaines, notamment en médecine, dans l'industrie

alimentaire et en biotechnologie.

La valeur nutritive du lactosérum provient de son lactose et de ses protéines. Sa forte teneur
en lactose en fait un agent efficace pour la réaction de Maillard, tres recherchée en

boulangerie, biscuiterie et viennoiserie pour le brunissage (FAO, 1995).

Les protéines sériques conférent au lactoserum des propriétés fonctionnelles intéressantes,
tant pour l'alimentation animale que pour la nutrition humaine. Elles sont utilisees en
alimentation infantile pour leur valeur nutritive (acides aminés essentiels), dans les plats
cuisinés (rétention d'eau), les boissons (solubilité a tout pH) et la confiserie (pouvoir
moussant) (FAO, 1995). Elles trouvent également leur place dans de nombreuses autres
applications de l'industrie agroalimentaire, telles que la production de potages en poudre, de
fromages fondus, de créemes glacées, de mousses de foie et dans la panification. De plus, les
protéines sériques sont particulierement adaptées pour favoriser la croissance des levures
(FAO, 1995).

Boisson a base de lactosérum: Les résultats de ’ajout du lactosérum pasteurisé mélangé a
cing variétés de jus de fruits (orange, raisin, fraise, banane et pomme), avec l'ajout de
saccharose et d'acide ascorbique, ont démontré une qualité haute des boissons produites
(Vojnovic et al., 1993).
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CHAPITRE I11: Matériel et Méthodes
1. Objectif

L’objectif principal de notre mémoire était 1’étude de ’effet de la pasteurisation sur les
caractéristiques physicochimiques et microbiogiques du lactosérum. Pour atteindre cet
objectif, des échantillons de lactosérum doux provenant de lait de vache cru et lait de vache

pasteurisé commercialisé ont été préparés et analyses.
2. Période et lieu de prélevement

La partie expérimentale a été réalisée de Février a mai 2024 au niveau du laboratoire de la
laiterie ARIB situé dans la ville de AIN DEFLA.

3. Echantillonnage

Le robinet de la citerne a lait a été flambé au préalable; puis les premiers jets ont été éliminés
et le flacon a été rempli au 2/3 de sa capacité. Chaque échantillon de volume de 250ml de lait
a été préleve dans un flacon stérile. Le lactosérum doux de lait cru et celui de lait pasteurisé
ont été obtenus par coagulation avec de la présure. Les parameétres physico-chimiques et
microbiologiques ont été par la suite déterminés sur les échantillons pour les deux types de

lactosérum.

3.1 Coagulation du lait et séparation du lactosérum

o Le lait est chauffé a 40°C puis coagulé en ajoutant de la présure, généralement a
raison de 1 g pour 20 L de lait. Dans notre étude, nous avons utilisé 0,1 g de présure
pour 2 L de lait de vache pasteurisé et cru,

o Le caillé est finement découpé et brassé énergiquement pour favoriser I'égouttage du

lactosérum doux.
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Lactosérum de lait cru Lactosérum de lait pasteurisé
Figure 01: Echantillons de lactoserum

4. Les paramétres physico-chimiques
4.1 pH

Le pH représente 1’acidité d’un échantillon a un moment donné. Le pH du lactosérum a été
déterminé a I’aide d’un pH meétre. La valeur de pH est lue directement sur 1’appareil apres

immersion de son électrode dans le lactosérum (Alais, 1985).

Figure 02: Mesure du pH par le pH métre.
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4.2 Acidité titrable

L’acidité titrable est exprimée en degré Dornic. Le titrage de l’acidité est réalis¢ par
I’hydroxyde de sodium en présence de phénol phtaléine comme indicateur coloré (Alais,

1985).

* Produits et matériel utilises
Lactosérum

La solution de phénophtaléine a 1%

La solution d'hydroxyde de sodium (N/9)
» Mode opératoire

o Dans un bécher, on introduit 10ml du lactosérum prélevé a l'aide d'une pipette ;

o Ajouter 2 a 3 gouttes de la solution de phénophtaléine a 1% ;

o Titrer par la solution d'’hydroxyde de sodium (N/9) jusqu'au virage au rose péle,
facilement perceptible par comparaison au témoin constitué du méme lactosérum. 1mi

de NaOH versé correspond a 0,1g /1 L de I'acide lactique.
Le résultat est exprimé en (°D) ou °D= 0,1 g d'acide lactique par litre de lactosérum.
* Lecture
AT=V x 10 (D°)
AT: Acidité titrable

V: le volume en mi correspond a la chute de la burette
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Figure 03: Mesure d’Acidité titrable par la méthode titrimétrique.
4.3 Extrait Sec Total (EST)

La teneur en matiere séche totale du lactosérum a été mesurée par déshydratation au moyen
d'un dessiccateur a infrarouge (AFNOR, 1980).

* Produits et mateériel utilisés
Dessiccateur

Pipette

Lactosérum

* Mode opératoire

o Dans une plaque de dessiccateur séchée et tarée, a l'aide d'une pipette peser 1g du
lactosérum homogénéisé sous forme de gouttelettes bien réparties ;

o Introduire la plaque dans le dessiccateur infrarouge réglé a 105°C ;

o Laisser chauffer pendant 20 minutes.

L'extrait sec est lu directement sur l'afficheur du dessiccateur. Le résultat est multiplié
(x10) pour obtenir le poids net en g /I.
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EST=E1-T/E*100

Figure 04: Mesure d’Extrait sec total par le dessiccateur.

4.4 Extrait Sec Dégraissé (ESD)

La matiére seche dégraissée est obtenue par différence entre la matiére seche totale et la

matiere grasse (Dahache et Messadoudi, 2019).
ESD = EST- MG

ESD : Extrait Sec Dégraissé

MG : Matiére Grasse

EST : Extrait Sec Total

4.5 Matiere Grasse (MG)

La teneur en matiere grasse a été determinée par la méthode acido-butyrométrique de Gerber
et Vanglick (Gaddour, 2013). La technique consiste en une attaque du lait par 1’acide
sulfurique et séparation par centrifugation en présence d’alcool isoamylique de la matiére

grasse libérée (AFNOR, 2001).
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» Produits et matériel utilisé

Acide sulfurique (H, S04 ) (d=1,83)

Lactosérum

L’Alcool isoamylique

Pipette

Boucher

Butyrometre

Centrifugeuse

* Mode opératoire

o

©)

Introduire 10ml d'acide sulfurique dans le butyromeétre de GERBER pour la
dissolution des constituants du lactosérum;

A l'aide d'une pipette, prélever 11 ml de lactosérum a analyser, puis les verser dans le
butyrometre sans mouiller le col de celui -ci;

Ajouter 1ml d'alcool isoamylique pour la dissolution de la matiére grasse ;

Bien boucher le butyrométre ;

Agiter et retourner afin de bien dissoudre les protéines ;

Placer immédiatement le butyromeétre dans la centrifugeuse pendant 5 minutes a 1200
tours/mn ;

Maintenir verticalement le butyromeétre ;

Ajuster le bouchon pour amener la colonne de matiére grasse dans la zone de
I'échelle ;

Lire le résultat.

La teneur en matiere grasse est exprimee en g/l.

e Lecture

La quantité de matiere grasse est determinée en lisant la graduation sur le butyrometre. Il faut

maintenir le bouchon vers le bas, ajuster jusqu'au repére le plus proche, puis lire rapidement.

MG (g/l) = (B-A) X100

A: la valeur correspondant au niveau inférieur de la colonne Grasse.

B: la valeur correspondant au niveau supérieur de la colonne Grasse.
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Figure 05: Mesure de matiére grasse par la méthode acido-butyromeétrique
5. Controle microbiologique

Les analyses microbiologiques portent sur la recherche et le dénombrement des
microorganismes. La liste de ces microorganismes est decrite dans le Journal Officiel de la
République Algérienne N° 39 du 2 juillet 2017.

Ces microorganismes sont :

> Des germes d'altérations ;

> Des germes potentiellement pathogénes pour le consommateur (Staphylocoques a
coagulase +) ;

> Des germes de contamination fécale (habituellement les coliformes fécaux ainsi que
les coliformes totaux ;

> Des levures et moisissures.
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5.1. Préparation et traitement des échantillons
3.1.1. Préparation des dilutions décimales

Le lactosérum, une fois récupéré, est considéré comme solution mere pour la préparation des

dilutions décimales. Une pipette graduée et stérile a été utilisée.

e Mode opératoire
o Introduire aseptiquement 1ml de la solution mere dans un tube a vis stérile contenant
au préalable 9ml du diluant (TSE): cette dilution sera alors au 1/10 ou10™ ;
o Introduire aseptiquement 1ml de la dilution 10™ dans tube & vis stérile contenant au
préalable 9ml du méme diluant (TSE): cette dilution sera alors au 1/100 ou107?;
o Introduire aseptiquement par la suite 1ml de la dilution 10 dans un tube & vis stérile
contenant au préalable 9ml du méme diluant : cette dilution sera alors au 1/1000 ou 10
3.
3.2. Recherche et dénombrement des Germes Aérobies Mésophiles Totaux (GAMT)

* Mode opératoire

o A partir des dilutions décimales allant de 10 jusqu'a 10™, introduire aseptiquement
1ml dans une boite de Pétri vide préparée a cet usage et numérotée ;

o Compléter ensuite avec environ 15 ml de gélose PCA fondue puis refroidie & 44°C ;

o Faire ensuite des mouvements circulaires et de va-et-vient en forme de « 8 » pour
permettre a I'inoculum de se mélanger a la gélose utilisée ;

o Laisser solidifier sur la paillasse, puis rajouter une deuxiéme couche d'environ 5 ml de
la gélose blanche. Cette double couche a un réle protecteur contre les contaminations
diverses.

e Incubation
Les boites sont incubées couvercle en bas a 30°C pendant 72 heures avec :

— Premiére lecture a 24 heures ;
— Deuxiéme lecture a 48 heures ;

— Troisiéme lecture a 72 heures.
Les colonies des GAMT se présentent sous forme tenticulaire en masse.
e _ecture des résultats et calcul

Pour tous les microorganismes recherches, les boites contenant plus de 300 colonies et moins

de 30 colonies sont écartées.
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3.3. Recherche et dénombrement des coliformes totaux et fécaux

Les coliformes ont été recherchés sur gélose lactosée et citratée au desoxycholate (DCLA)
incubée 24 heures a 37°C pour les coliformes totaux, et a 44°C pour les coliformes fécaux
ISO-AFNOR (NF V08-010 1986).

e Mode opératoire
o Préparer trois boites pour la recherche des coliformes totaux et trois autres pour les
colifomres fécaux ;
o Ensemencer 1ml de lactosérum dilué de 10™ et jusqua 10° dans chaque boite
contenant environ 13 ml de gélose désoxycholate de sodium (DCLA).

Figure 06: Recherche et dénombrement des coliformes sur DCLA
e Incubation
Les boites destinées a la recherche des coliformes totaux sont incubées a 30°C pendant 24h.
Les boites destinées a la recherche des coliformes fécaux sont incubées a 44°C pendant 24h.
e Lecture

Les colonies qui apparaissent en couleur rouge foncé de 0,5 mm de diametre indiquent la
présence de coliformes. Les colonies sont comptées et ramenées au nombre de germes par ml

en tenant compte de la dilution.
a. Recherche et dénombrement de Staphylococcus aureus

Les staphylocoques ont été dénombrés sur le Bouillon Giolitti Cantoni et tellurite de

potassium et incubés pendant 48 heures & 37°C.
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e Mode opératoire
Milieux utilisés : Bouillon Giolitti Cantoni et gelose Chapman.

e Préparation des milieux d'enrichissement
o Ouvrir aseptiquement le flacon contenant le milieu Giolliti Cantoni pour y ajouter une
ampoule de solution de tellurite de potassium ;
o Meélanger soigneusement, le milieu est prét a I'emploi.
e Ensemencement
o Préparer dans un portoir une série de 4 tubes contenant 15 ml de milieu Giolliti
Cantoni a raison d'un tube par dilution ;
o A partir de la solution mere et des dilutions décimales, porter aseptiquement 1ml par
dilution dans un tube ;
o Bien mélanger le milieu et I'inoculum.
e Incubation
o Incuber a 37°C pendant 24 a 48H

e Lecture

Les tubes ayant viré au noir sont considérés positifs. Pour s'assurer qu'il s'agit bien d'un
développement de Staphylococcus aureus, ces tubes feront I'objet d'un isolement sur gélose

Chapman préalablement fondue, coulée en boite de Pétri.

Les boites de Chapman ainsi ensemencées seront incubées a leur tour a 37°C pendant 24 a
48h. Apres ce délai, les Staphylococeus aureus forment des colonies bombées, luisantes et

plus ou moins pigmentées en jaune (Guiraud, 2003).
b. Recherche et dénombrement des levures et moisissures

Les levures et les moisissures sont des champignons hétérotrophes, organismes eucaryotes uni
ou multicellulaires. La structure de la cellule est celle d'une cellule eucaryote. Les levures
constituent un groupe morphologique relativement homogéne tandis que les moisissures sont

des champignons filamenteux (Matallah, 2017)

Les levures et moisissures se retrouvent dans la nature ; elles se cultivent a 25°C sur milieu
Sabouraud (Michel, 2006)

* Mode opératoire
o A partir des dilutions allant de 10~ & 10 introduire aseptiquement 1 ml de la solution

meére dans une boite de Pétri contenant la gélose Sabouraud solidifie;
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o Faire un étalement sur toute la surface de la gélose.
e Incubation
o Les boites sont incubées a 25°C pendant 24h voire 5 jours.

o | ecture

La multiplication des levures et des moisissures se fait en surface; elle se traduit par des

colonies blanches dont les levures ont une structure spherique.
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CHAPITRE IV: RESULTATS & DISCUSSION

1. Les parameétres physico-chimiques
1.1. pH
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Figure 07: pH du Lactosérum de lait cru et pasteurisé

Le niveau de pH joue un réle crucial dans le comportement et les propriétés des protéines du
lactosérum, influencant leur solubilité, leur dénaturation, leur agrégation et leurs interactions

avec d'autres composants (Gulzar, 2011).

Le lactosérum doux, sous-produit du fromage coagulé par la présure, a un pH supérieur ou
égal a 5,6, tandis que le lactosérum acide, sous-produit du fromage coagulé par un acide, a un

pH inférieur ou égal a 5,1 (Maxhuni, 2020).

Les échantillons de lactosérum de lait cru et de lait pasteurisé obtenus pendant la production
de fromage avaient un pH de 6,65 + 0,5 pour le lactosérum de lait cru et de 6,63 + 0,5 pour le
lactosérum de lait pasteurisé. Ces deux valeurs sont conformes a la norme décrite par le codex
alimentarius (Codex Stan, 212-1999) qui est supérieur a 5,1. Ces deux valeurs de pH qui sont

supérieures a 5.6 sont aussi en accord avec celles raportées par Maxhuni (2002).

L’absence de différence entre le pH du lactosérum de lait cru et pasteurisé pourrait indiquer

que la pasteurisation n’a pas d’effet sur le pH.
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1.2. Acidité
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Figure 08: Acidite du lactosérum de lait cru et pasteurise.

Le niveau d'acidité titrable (AT) dans le lactosérum est un parametre essentiel dans la
transformation laitiére, en particulier dans la production de fromage et de yaourt. Il influence
la texture, la saveur et la qualité globale du produit final (Collins, 1976).

Les échantillons ont présenté une acidité de 14 + 0,2°D pour le lactosérum de lait cru et de 13
+ 0,2°D pour le lactosérum de lait pasteurisé. L’acidité des deux types de lactosérum se
trouve dans la norme du codex alimentarius (CODEX STAN, 212-1999) et qui est inférieure
a 35°D.

L’absence de différence entre I’acidité du lactosérum de lait cru et pasteurisé pourrait indiquer

que la pasteurisation n’a pas d’effet sur ’acidité.
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1.3. Matiere grasse

Hcru

M pasteurisé

Matiere grasse (%)

Figure 09: La Matiére grasse du lactosérum de lait cru et pasteurisé

La teneur en matiére grasse du lactosérum peut servir d'indicateur économique pour la
standardisation du lait dans la production laitiére. La recherche a montré que le pourcentage
de matiére grasse dans le lactosérum varie en fonction de la standardisation du lait utilisé pour

la production de fromage (Maxhuni, 2020).

Le taux de la matiere grasse trouve était de 6% (60 g/l) pour le lactosérum de lait cru et de 4%
(40 g/l) pour le lactosérum de lait pasteurisé. Pour les deux types de lactosérum c’est une
teneur élevée par rapport a celle citée (10g/l) par (Sottiez, 1990). Comme certaines études ont
montré que la quasi-totalité de la matiére grasse est retenue dans le caillé, cette élevation dans
la teneur en matiére grasse pourrait étre due a un caillage incomplet qui a engendré la retenue
des particules de la matiére grasse dans nos échantillons de lactosérum.

La teneur basse en matiére grasse observée dans le lactosérum de lait pasteurisé (40 g/l) par
rapport a celui de lait cru (60 g/1) pourrait étre expliquée par I’instabilité de certains acides
gras a haute température (Sboui et al., 2009). Ces résulats en accord avec ceux rapportés dans
les autres études confirment encore I’effet du traitement thermique sur la teneur en matiére

grasse.
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1.4. Extrait sec total

Hcru

M pasteurisé
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Figure 10: Extrait sec total du lactosérum cru et pasteurisé

L’extrait sec total du lactosérum est riche en lactose et protéines sériques, avec une teneur
variable en minéraux selon le type de lactosérum. Sa concentration est augmentée par

évaporation avant le séchage en poudre (Schuck, 2004).

L'extrait sec total dans le lactosérum de lait cru a atteint 7,51%, tandis que celui du lactosérum
de lait pasteurisé était de 7,39 %. Ces deux valeurs sont proches du taux de 6,5% cité par
(Sottiez, 1990).

Contrairement a d’autres études antérieures (Sboui et al., 2015), cette étude n’a pas trouvé un
effet important de la pasteurisation sur I’extrait sec total d’ou la nécessité de réaliser d’autres

études pour confirmer 1’effet du traitement thermique sur le taux de la maticre séche.
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2. Les parametres microbiologiques

Les résultats de cette partie ont été comparés aux normes décrites dans le journal officiel du 2
juillet 2017.

2.1. Recherche et dénombrement des germes aérobies mésophiles totaux

Lactosérum de lait cru

Lactosérum de lait pasteurisé
Figure 11: Résultats de la croissance des GAMT.

Tableau 08: Résultats du dénombrement des GAMT dans les deux échantillons de

lactosérum.

GAMT 24H 48H 72H

Lactosérum de lait 10'=34 107"=160 10™= +300

cru 10%= 16 10%= 29 10%= 78
10°= 4 10°%= 7 10°%= 29

Lactosérum de lait 10"'=1 10"'=1 10'=1

pasteurisé 107%= absent 107%= absent 107%= absent
107= absent 107= absent 107= absent

Norme :< 3,16

Les germs aérobies mésophiles totaux (GAMT) sont une mesure de la quantité totale de

micro-organismes viables qui peuvent se développer dans des conditions aérobies (en
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présence d'oxygene) a des températures modérees, généralement entre 20°C et 45°C. Leur
présence dans le lactosérum peut étre un indicateur de la qualité générale du produit et de son
exposition a la contamination pendant le traitement et le stockage (IDF, 2017).

Pour le lactosérum de lait cru, on a noté une charge globale variable et acceptable des GAMT
alors que pour le lactosérum de lait pasteurisé il y avait une absence quasi-totale de ces

germes.

Les différences observées dans la charge bactérienne s'expliquent par I’effet thermique sur la
croissance des GAMT. En effet, le lait pasteurisé a été traité a une température qui permet

d'éliminer les GAMT et donne un lactosérum preque sans GAMT.
2.2. Recherche et dénombrement des coliformes totaux et fécaux

Tableau 09: Résultats du dénombrement des coliformes fécaux dans les deux échantillons

de lactosérum.

Les coliformes fécaux 24H 48H
lactosérum de lait cru 10™'= 35 colonie 10™'= 43 colonie

107= absent 107= absent

107°= absent 107= absent

Lactosérum de lait 10'= absent 10'= absent

pasteurisé 107= absent 107= absent

10°= absent 107= absent

Norme : <5,13/1ml

La présence de coliformes fécaux dans le lactosérum est un signe plus alarmant que la simple
présence de coliformes totaux, car elle indique une contamination plus directe par des

matieres fécales et augmente le risque de présence de pathogenes dangereux (FAO, 1998).

Les résultats montrent que la charge des coliformes fécaux est inférieure a la norme (<5,
13/2ml) pour le lactosérum de lait cru. Par contre, une absence totale de coliformes fécaux a

été observee dans le lactosérum de lait pasteurisé.
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Les différences dans les résultats de la croissance des coliformes fécaux entre les deux types
de lactosérum s'expliquent par I’effet de la température. En effet, le lait pasteurisé a subit un
traitement thermique suffisant pour tuer les coliformes fécaux d’ou l’absence totale de ce

genre de bactéries dans son lactosérum at=24H etat = 48H.

Tableau 10: Résultats du dénombrement des coliformes totaux dans les deux échantillons de

lactosérum.

Les coliformes totaux

24H

48H

lactosérum de lait cru

10 =plus de 300

1072= plus de 300

10'= plus de 300

1072= plus de 300

10°= 117 10°= 235
lactosérum  de lait 107= absent 107'=1
pasteurise 10"%= absent 10"%= absent

107%= absent 107°= absent

Les Normes : <12/1ml

La présence de coliformes totaux dans le lactosérum peut étre un indicateur important de la
qualité et de la sécurité alimentaire. Les coliformes totaux sont un groupe de bactéries
comprenant diverses especes, dont certaines peuvent provenir de la flore intestinale des

mammiferes et donc indiquer une contamination fécale (FAO, 1998).

Les résultats montrent que la charge des coliformes totaux est inférieure a la norme (<12/1ml)
pour le lactosérum de lait cru. Par contre, une absence totale de coliformes totaux a été notée

dans le lactosérum de lait pasteurisé.

Les différences dans les résultats de la croissance des coliformes totaux entre les deux types
de lactosérum s'expliquent par 1’effet de la température. En effet, le lait pasteurisé a subit un

traitement thermique suffisant pour tuer les coliformes totaux d’ou leur absence totale dans

son lactosérum surtout a t = 24H.
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Lactosérum de lait cru Lactosérum de lait pasteurisé

Figure 12: Résultats de I’incubation des coliformes fécaux

I

Lactosérum de lait cru Lactosérum de lait pasteurisé

Figure 13: Résultats de I’incubation des coliformes totaux
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2.3. Recherche et dénombrement de Staphylococcus aureus

Lactosérum de lait cru

Lactosérum de lait pasteurisé
Figure 14: Résultats de I’incubation de Staphylococcus aureus.

Tableau 11: Résultats du dénombrement de Staphylococcus aureus dans les deux

échantillons du lactosérum.

Staphylococcus aureus 24H 48H
(UEC/ml)

lactosérum de lait cru 10'= absent 10'= absent

1072= absent 10°2= absent

107= absent 107= absent

Lactosérum de lait 10'= absent 10'= absent

pasteurise 107%= absent 107%= absent

107= absent 107= absent

Les Normes : <13/1ml

Staphylococcus aureus joue un réle important en tant que pathogene opportuniste capable de
causer une large gamme d'infections graves chez 'Homme (Lowy, 2003).

Les résultats d’analyse montrent 1'absence compléte de Staphylococcus aureus dans les deux
échantillons de lactosérum de lait cru et celui de lait pasteurisé. La bonne santé des vaches et

les régles d’hygiéne respectée dés la traite juqu’a la séparation du lactosérum pourraient
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expliquer 1’absence de Staphylococcus aureus dans nos échantillons de lactoserum surtout

ceux de lait cru (Lapointe-Vignola, 2002).

2.4. Recherche et dénombrement des levures et moisissures

Lactosérum de lait cru Lactosérum de lait pasteurisé

Figure 15: Résultats de I’incubation des levures et moisissures.

Tableau 12: Résultats de dénombrement des levures et moisissures dans les deux échantillons

de lactosérum.

levures et moisissures 24H 48H
lactosérum de lait cru 101= absent 101= absent
1072= absent 1072= absent

lactosérum de lait 10'= absent 10'= absent
pasteurise 107= absent 107= absent

La présence de levures et moisissures peut étre préoccupante car ces micro-organismes

peuvent altérer la qualité du produit et poser des risques pour la santé.

Les résultas montrent une absence compléte de levures et moisissures dans les deux
échantillons de lactosérum de lait cru et celui de lait pasteurisé. L’absence des champignons

indique que les vaches étaient en bonne santé et les conditions d'hygiéne ont été bien
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respectées en commengant par la traite jusqu’au processus de sépartation du lactosérum

essentiellement celui de lait cru (IDF, 2006).

48



Conclusion generale



Conclusion

Conclusion générale

A part la teneur en matiére grasse, la pasteurisation n’a pas d’effet considérable sur le
pH, P’acidité et I’extrait sec total du lactosérum. Le lactosérum de lait cru pourrait étre utilisé
si les vaches ne sont pas malades et si les conditions d’hygi¢ne sont bien respectées des la
traite jusqu’a la séparation du lactosérum. Cependant, la pasteurisation est recommandée voir

indispensable pour utiliser le lactosérum sans risques pour la santé des consommateurs.
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ANNEXE A

Matériels pour analyses physico-chimiques :

1-Appareillage

Acidimeétre (Dornic) ;

Balance analytique ;

Centrifugeuse ;

Dessiccateur ;

Réfrigérateur ;

Thermometre ;

pH métre.

2-Verrerie

Butyrométres a lait (4 %) (GERBER);

Eprouvette,

Spatule métallique ;

Bécher,

Pipettes graduées (10ml, 11ml)

Flacons stériles avec fermeture hermétique,

Matériel pour I’analyse microbiologique :

1-Appareillage :

Bain Marie : pour liquéfier les milieux de culture.

Balance de precision : Pour peser des ingrédients de milieux de culture.
Etuve (MEMMERT) 44°C : Pour I’incubation des boites ensemencées.
Etuves (30 et 37°C) : Pour I’incubation des boites ensemencées.

Four Pasteur (POL-EKO-APARATURA SP.J.) : Pour la stérilisation (par la chaleur
seche: 180°C/20min) des equipements en verrerie (erlenmeyers, tubes dans des centenaires).

L’Autoclave : Pour stérilisation (par la chaleur humide : T°120C/15min) des équipements en
verrerie ainsi que des milieux de culture.

2-Equipements :
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Bec Bensun, boites de pétri, portoirs, seringues (10ml), pipettes pasteur.
3-Verreries :

Béchers a différents volumes, flacons en verre (250ml), tubes a essai.
4-Réactifs :

Alcool, Eau distillée, Solution d’eau oxygénée (30%), Solution NaOH.
-Eau physiologique

Eau distillée 1000 ml

Chlorure de sodium 8.5 g

pH=7

Peptone 0.5 g
Autoclavage : 120 °C, 20 minutes.

Les compositions des milieux de cultures : en g/l

Gélose Plate Count Agar (PCA)

Tryptone5.0

Extrait autolytique de levure 2.5

Glucosel.0

pH du milieu prét a I'emploi a 25°C : 7,0 +
Agar : 12.0 (Biokar) - 15.0 (Difco - Liofilchem).

Gélose Desoxycholate citrate lactose (DCLA)

Infusion de viande9, 5

Peptone pepsique de viande 10,0

Lactosel0, O
Citrate de sodium 20,0
Sodium désoxycholate 5,0
Citrate ferrigue ammoniacal 2,0

Rouge neutre0, 020

Agar agar 13,5
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pH du milieu prét a I'emploi a 25°C : 7,5+ 0,2
pH du milieu prét a I'emploi a 25°C : 7,3+ 0,2
Gélose sabouraud

Digestat pancréatique de caséine 5.0

Digestat pepsique de viande 5.0

Glucose 40.0

Agar agar 15.0

pH du milieu prét a I'emploi a 25°C : 5,6 £ 0,2.
Bouillon Giolitti et Cantoni:

Tryptone: 10,0

Extrait de viande: 5,0

Extrait autolytique de levure: 5,0

Glycine: 1,2

Mannitol: 20,0

Pyruvate de sodium: 3,0

Chlorure de sodium: 5,0

Chlorure de lithium: 5,0

Tween 80: 1,0

Ajouter 0.1 ml (simple concentration) ou 0.2 ml (double concentration) par tube de 10 ml,
d’une solution aqueuse de tellurite de potassium a 1% préalablement stérilisée par filtration.
pH du milieu prét-a-1’emploi a 25°C : 6,9 + 0,2.

Solution de tellurite de potassium
Tellurite de potassium 100.0 mg
Eau distillée 10.0 ml

ANNEXE B

Les normes microbiologiques selon le journal officiel selon I’arrété interministériel du 2
juillet 2017
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:mn‘:’ JOURNAL OFFICTEL DF 1A REPURLIQUF ATGFRIENNE N 39

ANNEXEL
Critires microlbologigoes applicalies s desnees allioentaives

1- Luits et produits lultiers

Curdgonien des denrées alimenaires M cro-osgoanisme s P Plan Lirnites miavbiclogigpes
métuanlites d cchontil lonnags [utc (1¥g oa ulc/ml)
n < m M
Latcry Uermes acrobies 3 U °C 5 2 ENITS 300
Staphylocogques & coagulise + s 2 10- 0
Col formes thermotolérants 5 2 S0 508
Salmenelis 3 il Alncave dieas 29 il
Antibictiques | - Alserioaabins |l
LIviria ey iogenes L 0 100
Uermes derobues 3 3 °C 5 2 ot I s
Lait pastaurice et autros procuite Latiers | Enterctucteriacede 3 0 10
wpudes pasteeios
Salmcnelia 5 0 Abszace daas 25 ml
Laut UH'| et lait s2énhse Uermes aerotues 3 30 °C 3 u 1040 1ol
Enterchacteriacese 5 2 10 n?
Lait en poudre et btosdrum Staphyviocogues b ccagulace + S 2 10 10
£a poudre
Salmonelia s 0 Alnerar dans 25
Escterxia coli 5 2 od 10
Staphylocoques & cocgulise + ) 2 103 T o
Frommges & lat e Salacrelia 5 0 Alnerar dans 25 p
Liswera ronceytogenes 5 0 0o
Fromages 3 base de lait ayan: sab. un  Eschenchiz colf 5 2 02 10!
traste ment thermigue moins fort que (e -
Pastauriation ot Fromages affings i bise | Staphviocoques & ccsgulase + S 2 = 1t
de lait ou de zctosérum pastoursés ou
avas sabi an triement thermique plas | Salmcnelia 5 0 Alnerce dans 25 ¢
fort gue [0 pasteas isation t
Liskeria monceytogenes s 0 100
Eschonchia ool 5 2 0 nt
I'mmages & pite malic noa affincs
(fromuges frais: & buse de lult ou ce Staphviocogues A corgulase + 5 2 mn 102
lactosérum pasterniads ou ayan: subi un -
traiteman: thermigue plus fort que 1o Salmcnelia 5 0 Abscrce dans 25 ¢
pesteurisation
Liswtia menceytogenes 3 0 100
Cr2me an Iat oy Escherxchia ool 5 2 ' '
Staphviocogquas  coagulise + 5 2 13 1ot
Salawmel b 3 0 Abscrce dens 25 ¢
Liseria morccyrogenes 3 o 100

Figure N°22 : Les normes microbiologiques selon le journal officiel selon I'arrété

interministériel du 2 juillet 2017
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JOURNAL OFFICIEL DE LA REPUBLIQUE
ALGERIENNE N 39 . 2 juillet 2017 :

Micro-organismes/

Plan échantillonnage

Limites microbiologiques

métabolites (ufc/g)
n (e m M
Germes aérobies 30C |5 2 10* 10°
Levures et moisissures |5 2 10 102
Escherichia coli 5 2 4 40
Staphylocoques aureus | 5 2 10 102
Salmonella 5 (o] Absence dans 25 g
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