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Résumés

Résumé

Le lait est un produit d’une grande valeur alimentaire, de par sa richesse en lipides, protéines,
glucides et en éléments biologiques (vitamines, minéraux). Outre ses propriétés nutritives et diététiques,
il est d’une importance capitale dans 1’économie mondiale et nécessaire pour le développement des
civilisations. Le lait en poudre est un produit solide obtenu par élimination d'eau du lait cru entierement
ou partiellement écrémé. La poudre de lait, a I'avantage de pouvoir se stocker et se transporter aisément
pour étre utilisée via la recombinaison comme matiére premiére pour la préparation de diverses denrées
alimentaires ; La transformation du lait cru en poudre de lait, augmente sa durée de vie et permet de
conserver sa valeur nutritive et ses caractéristiques sensorielles, pour des périodes prolongéees, méme a
température ambiante ; L’étude vise, a travers I’analyse et synthése des données scientifiques, de décrire
la production du lait en poudre, sa composition, les procédes techniques pour sa production, ses
caractéristiques physicochimiques, biochimiques et hygiéniques, les microorganismes impliqués dans sa
contamination et les protocoles appliquéees pour leur recherche et dénombrement. La technologie laitiére
a élaboré divers procédés de transformation, couplé a une politique de qualité, permettant d’acquérir une
meilleure maitrise des caractéristiques physicochimiques, microbiologiques de la poudre de lait obtenue.
Les analyses de la qualité physicochimique, visent I’obtention d’un produit laitier stable, sans défauts
organoleptiques et/ou rhéologiques. Les analyses microbiologiques, garantissent un produit exempt des
risques bactériologiques et/ou toxicologiques ; Comme nous vivons dans un monde ou les échanges
commerciaux sont intenses, il existe de situations pour que le lait en poudre soit contaminé a n'importe
quel stade, de collecte, transformation, de stockage et de consommation, par de nombreux
microorganismes. Les especes procaryotes sporogenes a I’exemple des Bacillus spp., Clostridium spp.
les Xyrophiles comme : Staphylococcus aureus, Listeria monocytogenes, aussi les espeéces
thermotolérantes : Cronobacter spp. Salmonella spp. constituent des défis majeurs pour les firmes

spécialisées dans la production de la poudre de lait.

Mots clés :
Lait, Poudre de lait, Contamination, Transformation, Caractéristiques, Analyses
Microbiologiques.



Résumés

Summary:

Milk is a product of great nutritional value, due to its richness in lipids, proteins, carbohydrates and
biological elements (vitamins, minerals). Besides its nutritional and dietary properties, it is of capital
importance in the world economy and necessary for the development of civilizations. Powdered milk is
a solid product obtained by removing water from fully or partially skimmed raw milk. Milk powder has
the advantage of being able to be stored and transported easily for use via recombination as a raw material
for the preparation of various foodstuffs; The transformation of raw milk into powdered milk increases
its shelf life and allows its nutritional value and sensory characteristics to be preserved for extended
periods, even at room temperature; The study aims, through the analysis and synthesis of scientific data,
to describe the production of powdered milk, its composition, the technical procedures for its production,
its physicochemical, biochemical and hygienic characteristics, the microorganisms involved in its
contamination and the protocols applied for their research and enumeration. Dairy technology has
developed various transformation processes, coupled with a quality policy, enabling better control of the
physicochemical and microbiological characteristics of the milk powder obtained. The analyzes of the
physicochemical quality aim to obtain a stable dairy product, without organoleptic and / or rheological
defects. Microbiological analyzes guarantee a product free from bacteriological and / or toxicological
risks; As we live in a world where trade is intense, there are situations for powdered milk to be
contaminated at any stage, from collection, processing, storage and consumption, with many
microorganisms. Sporogenic prokaryotic species such as Bacillus spp., Clostridium spp. Xerophiles such
as: Staphylococcus aureus, Listeria monocytogenes, also thermotolerant species: Cronobacter spp.

Salmonella spp. constitute major challenges for firms specializing in the production of milk powder.

Keywords

Milk, Milk powder, Contamination, Processing, Characteristics, Microbiological analyzes.
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Introduction

Introduction :

Le lait est 1'un des aliments les plus importants de 1'histoire humaine, il est connu comme 1’aliment
le plus complet de la nature et les produits laitiers sont considérés comme les aliments les plus nutritifs
(PARK Y. W., HAENLEIN G. F. W, 2013).

Le lait d’espéce bovine est de loin le type du lait le plus consommé, dominant la production laitiére
mondiale en raison de lI'importante population de bovins (KALYANKAR S. D. et al. (b), 2016).

La demande de lait était plus élevée dans les pays développés que dans les pays en développement,
mais I'écart s'est rétréci en raison d'une augmentation de l'urbanisation, de la démographie et de la
consommation. La production mondiale du lait jusqu'en 2014 était de 5339,4 millions de litres
(CHAVANR. S., 2016).

Avec une technique de conservation judicieuse et en exploitant le potentiel du lait dans différents
types de produits, le lait pourrait étre rendu disponible toute I'année dans les secteurs ou il n'est pas
produit ou pendant la période de soudure. Le plus important de tous les types est le lait en poudre.

Le lait en poudre est une matiere alimentaire nutritive trés précieuse. Il peut étre utilisé sous forme
de poudre dans divers mélanges d'aliments secs ou de boissons, ainsi que sous forme reconstituée
(CARIC M., & MILANOVIC S., 2002). Ses caractéristiques le rendent facile & conserver et a
transporter sur de longues distances et lui conférent la capacité d'étre stocké pour de longues périodes a
température ambiante, ce qui en fait une parfaite solution pour ceux qui n'ont pas un acces immédiat a
des installations de réfrigération adéquates, ce qui en fait un atout économique important.

Selon (ANONYME, 2020), les statistiques pour 2019 montrent que les Etats-Unis sont en téte des
pays exportateurs de la poudre de lait avec 1,35 milliard de dollars suivis de I'Allemagne avec 793
millions de dollars et de la Nouvelle-Zélande avec 764 millions de dollars, alors que le Mexique est en
téte des pays importateurs avec 712 millions de dollars suivi par la Chine avec 619 millions de dollars et
I'Algérie avec 365 millions de dollars.

Le lait en poudre est un élément crucial de I'économie mondiale, et pour cela il est impératif qu'il
soit conforme aux normes établies par les differentes organisations de normalisation.

Le contr6le d'hygiene du lait post-pasteurisation a une trés grande importance, car la plupart
s'imaginent, a tort, que tout lait pasteurisé est sain, exempt de micro-organismes, et qu’il peut étre
consommé sans danger (AGGAD H. et al., 2009) d'autant plus que les chaines de production alimentaire
modernes évoluent vers des systémes tres complexes qui offrent de plus grandes opportunités de
contamination et de croissance d'agents pathogenes. (BOGDANOVICOVA K. et al., 2016).



Introduction

Dans ce contexte précis, impregné de logique nutritionnelle et agro-alimentaire, ce situer 1’objectif
de cette synthése bibliographique, qui se veut une contribution partielle a 1’analyse approfondie des
données scientifiques, résultats des travaux de recherche, études des cas précis, relatifs aux différents
aspects ; nutritionnels, technologiques, hygiéniques du lait en poudre.

La présente etude est organisée en trois chapitres dont le premier sera consacré aux différents types
des laits.

Tandis que le deuxieme traitera les aspects technologiques de la transformation laitiére et
caractéristiques de la poudre obtenue.

Le troisieme sera relatif aux aspects d’hygi¢ne et de qualité de la poudre laitiere. Les micro-
organismes transmissibles par cette denrée alimentaire et leurs protocoles de recherche et dénombrement

seront détaillés.



Chapitre 1 : Le lait

I. Chapitre I : Le Lait :

I-1. Définition :

La premiére definition du lait apparait en 1908, au Congrés international de la Répression des
Fraudes de Paris. Le mot « lait » a été défini comme : « le produit intégral de la traite totale et
ininterrompue d’une femelle laitiére bien portante, bien nourrie et non surmenée. Il doit étre recueilli
proprement et ne pas contenir de colostrum ».

Selon le Codex Alimentarius, (1999), Le lait est défini comme étant la sécrétion mammaire normale
d’animaux de traite, obtenue a partir d’une ou plusieurs traites, sans rien y ajouter ou en soustraire, destinée
a la consommation comme lait liquide ou a un traitement ultérieur. La dénomination "lait" sans indication
de I'espéce animale de provenance, est réservee au lait de vache. Tout lait provenant d'une femelle laitiére
autre que la vache, doit étre désignée par la dénomination lait suivie de I'indication de I'espece animale
dont il provient (JORA N°69, 1993 ; NOBLET B., 2012).

Le lait comme un liquide alimentaire opaque, blanc mat Iégérement bleuté ou plus ou moins jaunatre,
a odeur peu marquée et au godt douceédtre (MAZOYER M.,2002).

Dans la plupart des civilisations humaines, le lait des animaux domestiques (vache brebis, chevre,
jument, yak, chamelle, dromadaire, bufflonne, renne) est couramment consommé, mais
I’industrialisation concerne principalement le lait de vache, et a plus petite échelle, le lait de brebis et de
chévre (VILAIN A.-C., 2010).

I-2. Composition :

I-2-a. Protéines du lait :

D’aprés le Département Américain de l'Agriculture, le lait est une riche source de protéines
fournissant environ 1 gramme de ce nutriment dans chaque once liquide (30 ml), ou 7,7 grammes dans
chaque tasse (240 ml).

Les protéines du lait peuvent étre divisées en deux groupes en fonction de leur solubilité dans I'eau.
Les protéines de lait insolubles sont appelées caséine, tandis que les protéines solubles sont appelées
protéines de lactosérum. Ces deux groupes de protéines de lait sont considérés comme d'excellente
qualité, avec une forte proportion d'acides amineés essentiels et une bonne digestibilité.

e Caséine:
La caséine constitue la majorité - ou 80% - des protéines du lait.
En vrai, ¢’est une famille de protéines différentes, 1'alpha-caséine étant la plus abondante.
Selon (HOLT C. et al., 2013), les 3 fonctions biologiques de la micelle de caséine considérées ici

sont :



Chapitre 1 : Le lait

> La sécretion sdre de fortes concentrations de calcium et de phosphate afin que la glande mammaire
ne se calcifie pas.

» La sécrétion sre de fortes concentrations de protéines de caséine potentiellement fibrillogenes par
la glande mammaire.

> La rétention de micelles dans I'estomac du nouveau-né afin que les nutriments puissent étre digérés
et absorbés. Chaque fonction sera considérée par rapport a la structure des micelles de caséine.

e Protéine de lactosérum :

Le lactosérum est une autre famille de protéines, qui représente 20% de la teneur en protéines du
lait.

Les protéines de lactosérum ont été associées a de nombreux effets bénéfiques sur la santé, tels
qu'une baisse de la pression artérielle et une amélioration de I'humeur pendant les périodes de stress
(PAL S. et ELLIS V., 2009 ; MARKUS C. R. et al., 2000).

La protéine de lactosérum est excellente pour la croissance et le maintien des muscles. En
conséquence, c'est un supplément populaire parmi les athletes et les culturistes.

I-2-b. Matiere grasse du lait :

Le lait entier directement de la vache contient environ 4% de matiéres grasses. La matiere grasse du
lait est I'une des graisses naturelles les plus complexes, contenant environ 400 types différents d'acides
gras (LINDMARK MANSSON H., 2008).

Le lait entier est trés riche en graisses saturées, qui représentent environ 70% de sa teneur en acides
gras. Les graisses polyinsaturées sont présentes en quantités minimes, représentant environ 2,3% de la
teneur totale en matieres grasses. Les graisses monoinsaturées constituent le reste - environ 28% de la
teneur totale en matieres grasses. De plus, les gras trans se trouvent naturellement dans les produits
laitiers. Contrairement aux gras trans dans les aliments transformés, les gras trans laitiers - également
appelés gras trans des ruminants - sont considérés comme bénéfiques pour la santé. Le lait contient de
petites quantités de gras trans, comme l'acide vaccenique et I'acide linoléique conjugué (LINDMARK
MANSSON H., 2008).

I-2-c. Glucides du lait :
e Lactose:

Le lactose est le principal glucide du lait avec un contenu de 4,7 g / 100 ml pour les vaches. Le
lactose est un disaccharide de précieux nutriments, car il favorise I'absorption intestinale de Ca, Mg et P,
et l'utilisation de la vitamine C. le lactose a un indice glycémique inférieur a celui du saccharose ou du
glucose, ce qui indique que le lactose peut étre considéré comme approprié dans le régime alimentaire
des diabétiques pour stabiliser la glycémie (VAN BELZEN N., 2017).
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e Dérivés du lactose :

Le lactulose, le lactitol, I'acide lactobionique et les aw sont connus comme les principaux produits
dérivés du lactose qui sont reconnus comme promoteurs de croissance du bifidus et ont été utilisés dans
des produits améliorant la thérapie ainsi que comme ingrédient de préparations pour nourrissons pour
nourrissons (VAN BELZEN N., 2017).

e Oligosaccharides :

Plus de 30 oligosaccharides ont été identifiés dans le lait de vache. Les oligosaccharides dans le lait
appartiennent au groupe du facteur bifidus, favorisant la croissance de Lactobacillus bifidus dans le
tractus intestinal (VAN BELZEN N., 2017).

Ils modulent la croissance de la flore intestinale, influencent différents processus gastro-intestinaux
et inflammatoires et protégent contre les infections bactériennes et virales (KALYANKAR S. D. et al.
(a), 2016).

S'ils sont isolés, peuvent étre utilises comme aliments fonctionnels ou aliments pour animaux a
I'échelle industrielle (PARK Y. W., HAENLEIN G. F. W., 2013).

I-2-d. Vitamines et minéraux :

Le lait contient toutes les vitamines et minéraux nécessaires pour soutenir la croissance et le
développement d'un jeune veau pendant ses premiers mois de vie.

Il fournit également presque tous les nutriments nécessaires aux humains - ce qui en fait I'un des
aliments les plus nutritifs disponibles.

Le lait contient les vitamines liposolubles A, D, E et K en association avec la fraction lipidique et le
complexe de vitamines hydrosolubles B et la vitamine C en association avec la phase aqueuse. Les
vitamines sont instables et la transformation peut donc réduire la teneur efficace en vitamines du lait (R.
G. JENSEN., 1995).

Le lait contient aussi des minéraux comme Ca, Mg, Na, K, P, et CI qui participent dans la stabilité
du lait (GAUCHERON F., 2011).

I-2-e. Hormones du lait :

le lait de vache contient plusieurs hormones différentes naturelle, qui sont importantes pour le
développement du veau nouveau-né (JOUAN P.-N. et al., 2006).

A l'exception du facteur de croissance analogue a I'insuline-1 (IGF-1), les hormones du lait de vache
n‘ont aucun effet connu chez I'homme.

L'IGF-1 se trouve également dans le lait maternel humain et la seule hormone connue pour étre
absorbée par le lait de vache. il peut favoriser la croissance et le développement du tractus gastro-

intestinal néonatal ou augmenter I'activité lactase (WILEY A. S., 2011).
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I-3. Les différents types de lait :
I-3-a. Laits pasteurisés :

La pasteurisation est le traitement thermique le plus intensif par une méthode a basse température
pour obtenir les changements minimes néfastes induits par la chaleur comme la dénaturation des
protéines seriques. (KALYANKAR S. D. et al. (a), 2016).

Le lait pasteurisé est un lait dont le traitement thermique peut varier (couple temps—température
oscillant entre 15 - 20 secondes et variant de 72 a 85°C) mais qui doit toujours présenter un test négatif
a la phosphatase alcaline (celle-ci doit étre détruite).

Cependant, le lait pasteurisé contient toujours une flore résiduelle (bactéries lactiques) dont le
développement doit étre empéché en réfrigérant le lait immédiatement et rapidement aprés chauffage a
une température comprise entre 2 et 4°C puis conservé a cette température jusqu’a sa consommation
(NOBLET B., 2012).

D’apres (JEANTET et al., 2016), on distingue trois types de traitements :

e Pasteurisation basse (62-65°C/30min) : elle est abandonnée en laiterie.

e Pasteurisation haute (71-72°C/15-40s) ou HTST (High Température Short Time) : réservée aux laits
de bonne qualité¢ hygiénique. Au plan organoleptique et nutritionnel, elle n’a que peu d’effets. Au
niveau biochimique, faible dénaturation des protéines sériques et des vitamines.

e Flash pasteurisation (85-90°C/1-2s) : pratiquée sur les laits crus de qualité moyenne.

I-3-b. Le lait stérilise :

% Stérilisation classique :

Traitement utilisé pour détruire tous les germes du lait. Le lait est chauffé pendant dix a 20 minutes,
a 115 - 120°C, directement dans sa bouteille hermétiqguement close. Ce type de traitement peut avoir un
impact sur la qualité organoleptique. La destruction de la flore est totale, c’est pourquoi ce lait peut se
conserver (avant ouverture) a température ambiante pendant plusieurs mois jusqu’a la date limite
d’utilisation optimale (DLUO) (NOBLET B.,2012).

% Stérilisation a ultra-haute température (UHT) :

Le lait est chauffé a 135 - 140°C pendant deux secondes, puis conditionné dans un emballage stérile.
La destruction des germes est totale. Ce type de traitement a haute température et de plus courte durée
permet de ne pas altérer les qualités organoleptiques du lait. Ce lait est le plus consommé de nos jours.
D’une maniére générale, les hautes températures appliquées pendant un temps trés court ont un effet plus
puissant sur la destruction des micro-organismes et des enzymes que sur les modifications des

constituants du lait, ce qui justifie 1’intérét des traitements UHT. De plus, en assurant une montée en
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température et un refroidissement rapide, les procédés UHT évitent les effets cumulatifs des traitements

thermiques et réduisent ainsi les modifications physicochimiques du lait (Noblet B.,2012).

Divers systéemes UHT :

Il existe deux principaux types de systemes UHT sur le marché :

e Dans les systemes directs, le produit entre en contact direct avec le fluide de chauffage, suivi d'un
refroidissement rapide dans un récipient sous vide et éventuellement d'un refroidissement indirect
supplémentaire a la température de I'emballage. Les systémes directs sont divisés en : systémes
d'injection de vapeur (vapeur injectée dans le produit), systemes d'infusion de vapeur (produit
introduit dans un récipient rempli de vapeur) (DEETH, H. C. et al., 2011).

e Dans les systéemes indirects, la chaleur est transférée du média chauffant au produit a travers une
cloison (plaque ou paroi tubulaire). Les systemes indirects peuvent étre basés sur : échangeurs de
chaleur a plaques, échangeurs de chaleur tubulaires, échangeurs de chaleur a surface raclée, de plus,
il est possible de combiner les échangeurs de chaleur dans les systémes directs selon les exigences
du produit et du processus (DEETH H. C., et al., 2011).

I-3-c. Laits concentrés :

Ce nom est couramment utilisé pour un lait condensé préparé pour la consommation humaine, apres
dilution appropriée, sous forme de lait liquide, mais sans autre transformation. 1l est généralement préparé
a partir de lait de catégorie A, généralement avec une concentration de 3:1 (ROBINSON R. K., 2005).

La stabilité du lait peut étre assurée par réduction de l'activité de lI'eau (aw) on y parvient par
élimination partielle de I'eau ou ajout de sucre.

e Le lait concentré non sucré :

le lait concentré non sucré est du lait de vache frais dont une partie considérable de I'eau a été
éliminée.

Les normes traditionnelles sont la norme britannique, qui exige un minimum de 9% de matieres
grasses laitiéres et un minimum de 31% de solides laitiers totaux.

La norme requise par le Codex Alimentarius est la plus courante dans le commerce international,
avec un minimum de 7,5% de matiéres grasses laitieres et 25% de matieres solides totales du lait

Le Codex permet d'ajuster le pourcentage de protéines dans les solides non gras, le minimum étant
de 34%, en ajoutant du perméat de lait, du lactose ou du rétentat de lait, cependant, les ajouts qui
modifient le rapport caséine-protéine de lactosérum ne sont pas autorisés (NIEUWENHUIJSE, J. A.,
2016).
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le lait est tout d’abord standardisé puis pasteurisé. Il est ensuite concentré, c’est-a-dire que 1’eau
contenue dans le lait est partiellement évaporée, sous vide partiel. Ainsi, 55 a 65 % de ’eau est évaporée,
par chauffage a environ 100°C. Il est ensuite homogéneisé. Enfin, concentré est conditionné dans des
boites métalliques et stérilisé a I’autoclave (NOBLET B.,2012).

e Le lait concentreé sucreé :

Le lait concentré sucré (LCS) est I'un des plus anciens produits laitiers produits industriellement. I
est produit en retirant la majeure partie de I'eau du lait de vache frais et en ajoutant du sucre ; il est
conserveé par sa teneur en sucre et non par stérilisation.

Le Codex requiert un minimum de 8% de matiéres grasses laitiéres, un minimum de 28% de matieres
seches totales pour le LCS entier et les protéines de lait dans les matiéres solides non grasses du lait
doivent étre superieures a 34%. Le sucre est genéralement considéré comme du saccharose, mais une
combinaison de saccharose avec d'autres sucres peut étre utilisée, a une concentration qui assure la qualité
de conservation du produit (NIEUWENHUIJSE, H., 2016).

A la différence du lait concentré non sucré, il ne subit pas de stérilisation. Le sucre empéche les
micro-organismes de se multiplier. Apreés standardisation et pasteurisation, il est sucré avec un sirop de
saccharose a 70 % puis concentré sous vide partiel et refroidi avant conditionnement (NOBLET
B.,2012).

I-3-d. Laits fermentés :

A Tlorigine, la fonction premiére de la fermentation du lait était de prolonger sa durée de
conservation. Cela a apporté de nombreux avantages, tels qu'un go(t amélioré et une meilleure
digestibilité du lait (SURONO, I. S. et al., 2011).

Les produits laitiers fermentés comprennent une gamme de produits laitiers comme le yogourt, le
lait fermenté ou cultivé, le lait acidophilus, le kéfir, les kumis, le lait caillé, le babeurre et le lait
acidophilus sucré obtenus par la fermentation du lait par des micro-organismes spécifiques (DE
OLIVEIRA M. N., 2014).

Malgré la large gamme de laits fermentés, la technologie est similaire, les différences, dans la plupart
des cas, étant limitées au type de culture starter et a la teneur totale en solides du lait (VARNAM A. H.,
2012).

Les fermentations du lait impliquent généralement le métabolisme du lactose en acide lactique, une
caractéristique commune a tous les laits fermentés par les bactéries lactiques, principalement les
lactocoques et les lactobacilles (SURONO, I. S. et al., 2011).

Le lait fermenté est obtenu par fermentation par des micro-organismes appropriés entrainant une

réduction du pH avec ou sans coagulation. (SURONO, I. S. et al., 2011).
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Le lait fermenté le plus consommé dans les pays occidentaux est le yaourt. De nombreux autres
produits sont arrivés sur le marché : laits fermentés probiotiques, laits fermentés de longue conservation
(pasteurisés, UHT, lyophilises) et produits « plaisirs » (a boire, a sucer, pétillants ou glacés) (BRULE
G., 2004)

I-3-e. Lait en poudre :

Dans I'histoire, I'humanité a fait plusieurs tentatives pour conserver et concentrer le lait afin de
prolonger sa durée de conservation. Marco Polo, au Xllle siecle, a rapporté que les soldats de Kublai
Khan transportaient un lait séché lors des excursions. La croyance est qu'une partie de la graisse a été
retirée du lait avant le séchage et la déshydratation a été effectuée par chauffage solaire. La premiere
production commerciale utilisable du lait en poudre a été inventée par le chimiste russe M. Dirchoff en
1832. En 1850, Birdseye a concentré le lait avec du sucre ajouté jusqu'a I'obtention d'un solide. En 1855,
TS Grimwade a déposeé un brevet sur le procédé de séchage du lait, bien que William Newton ait breveté
un procédé de séchage sous vide dés 1837. Le véritable début de l'industrie des produits laitiers
concentrés et séchés a commencé au X1Xe siécle lorsque Nicolas Appert, un inventeur frangais, a décrit
sa procédure de concentration et de séchage du lait. En 1909, Nicolas Appert a développé du lait séché
sous forme de comprimés par séchage a l'air de solides de lait concentrés a une consistance de « pate ».
Au cours de la seconde moitié du XIXe siécle, des tentatives ont été faites pour produire un lait séche,
ce qui impliquait I'ajout d'autres produits secs au lait concentré.

La production du lait en poudre est devenue un segment de plus en plus important de I'industrie
laitiere, qui devrait continuer de croitre en raison de ses caractéristiques telles qu'une meilleure qualité
de conservation, moins d'espace de stockage et des colts de transport plus faibles (KALYANKAR S. D.
et al. (a), 2016). Le lait en poudre est obtenu par la suppression de la quasi-totalité de I’eau. Il n’en reste
que 5% (pour rappel, le lait liquide a une teneur en eau de 87 %). (NOBLET B., 2012). L'élimination de
I'eau est nécessaire pour réduire l'activité de I'eau afin de prévenir la croissance des micro-organismes.
Le lait sec est utilisé pour produire plusieurs produits, tels que le fromage, la créme glacée, le yaourt et
la poudre de lactoserum. Il existe une multitude de produits déerivés du lait en poudre. De plus, les
avantages du lait sec par rapport au lait liquide sont une meilleure qualité de conservation, moins d'espace
de stockage et de faibles colts d'expédition (KENT R. et al., 2015).
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Chapitre 11 : La poudre de lait :

11-1. Définition :

La poudre de lait (PL) est un produit laitier obtenu par €élimination de 1’eau contenue dans le lait
(L’objectif est de supprimer la presque totalité de 1’eau. Il n’en reste que 5 %) (NOBLET B., 2012),
créant ainsi des obstacles a la croissance des micro-organismes. La teneur en matiére grasse et/ou en
protéines du lait ou de la creme peut avoir été ajustée, uniquement pour satisfaire aux criteres de
composition énoncés a la section 3 de la norme Codex, par I’addition et/ou le retrait de constituants du
lait, d’une manicere telle que cela ne modifie pas le rapport protéines de lactosérum/caséine du lait. La
déshydratation du lait a pour but de stabiliser ce produit pour son stockage et son utilisation ultérieure
(KALYANKAR, S. D. etal., 2016 ; BHANDARI B. et al., 2013).

Une poudre laitiére se caractérise non seulement par sa composition (protéines, glucides, lipides,
minéraux et eau) mais également par ses propriétés microbiologiques et physiques (masse volumique et
densité des particules, caractéristiques instantanées, fluidité, hygroscopicité, degré de prise, indice
d'azote des protéines de lactosérum, thermostabilité, indice d'insolubilité, indice de dispersibilité, indice
de mouillabilité, indice d'immersion, graisse libre, air occlus, air interstitiel et taille des particules) qui
constituent les éléments de base des spécifications de qualité. Ces caractéristiques dépendent des
parametres de séchage (type de séchoir a colonne, buses / roues, pression, agglomération et conditions
thermodynamiques de l'air, telles que la température, I'numidité relative (HR) et la vitesse), des
caractéristiques du concentré avant la pulvérisation (composition / caractéristiques physicochimiques,
viscosité, thermosensibilité et disponibilité de I'eau) et conditions de stockage (BHANDARI B. et al.,
2013).

11-2. Fabrication de la poudre de lait :

Dans toute considération des aspects microbiologiques du traitement, il est nécessaire de
comprendre le processus et les facteurs d'influence. La fabrication de lait séché a un certain nombre
d'exigences. Premiére. le processus doit étre économique ; deuxiémement, il devrait avoir un effet
minimal sur les nutriments ; troisiemement, le produit doit étre exempt d'organismes nuisibles ou
deléteres ; et enfin, il doit avoir les proprietés de facilité de reconstitution et de saveur acceptable
(ROBINSON R. K., 2005).

La production de la PL comprend les étapes de traitement telles que la réception, la clarification, le
refroidissement et le stockage, la normalisation, le traitement thermique, [I'évaporation,
I'nomogénéisation, le séchage et I'emballage, comme le montre la figure 1 (KALYANKAR S. D. et al.
(a), 2016).
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Figure 1 Generalized scheme for production of milk powder.
Figure 1 : Schéma généralisé de la production de la PL (KALYANKAR S. D. et al. (a), 2016).
11-2-a. Matiere premiere - Le laitcru :

Le lait cru n’ayant subi aucun traitement, autre que la réfrigération mécanique immediate apres la
traite a la ferme, est conditionné sur place et est livré aux points de vente chaque jour (NOBLET, B.,
2012).

Le lait cru joue un réle important dans le choix de la qualité du PL. Le lait doit étre de haute qualité
chimique, sensorielle et bactériologique (KALYANKAR S. D. et al. (a), 2016).

Le lait peut étre collecté directement auprés des producteurs, par le biais de sociétés coopératives ou
par les centres de refroidissement. Si l'usine de transformation ou la laiterie se trouve a proximité d'un
village / d'une ville, les agriculteurs peuvent individuellement contacter quotidiennement les
transformateurs. Généralement, les canettes, les camions-citernes isolés, les camions ou les camions-
citernes sont utilisés comme moyen de transport du lait vers une usine de transformation (CHAVAN R.
S., 2016).

11
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11-2-b. Processus de fabrication de la poudre de lait
i.  Laréception:

Au point de réception, des tests chimiques et bactériologiques sont effectués avant la sélection du
lait cru. Une charge microbienne éleveée dans le lait cru affecte négativement la solubilité de PL
(KALYANKAR S. D. et al. (a), 2016).

ii. Laclarification :

Apres réception, le lait peut étre clarifié ou traité en bactofuge pour réduire la contamination par les
particules et les bactéries. De nos jours, la technique de microfiltration est utilisée pour la fabrication de
poudres a faible chaleur avec de tres faibles charges bactériennes (KALYANKAR S. D. et al. (a), 2016).

iii.  Le refroidissement et le stockage :

Le lait est géneralement stocké a une température inférieure a 5°C dans des réservoirs / silos isolés,
et le refroidissement du lait peut étre réalisé en mettant en ceuvre des techniques telles que I'immersion
des boites, le refroidissement en boite, la congélation du rotor, le refroidisseur de lait en vrac, le
refroidisseur a plaques, le refroidisseur tubulaire, le refroidissement de la saumure et le refroidissement
de la glace. La température de stockage du lait est généralement maintenue basse, car elle minimisera la
croissance bactérienne et évitera ainsi la détérioration du lait, qui est tres éleveée si le lait est stocké a 30
- 40 ° C, car il s'agit de la température de croissance optimale pour la plupart des micro-organismes
présents. dans le lait (CHAVAN R. S., 2016).

iv.  Lanormalisation :

La normalisation implique I'ajustement de la teneur en matiéres grasses / solides non grasses du lait
ou d'un produit laitier, par addition de créeme ou de lait écrémé, selon le cas, pour obtenir une teneur en
matiéres grasses / solides non grasses donnée (CHAVAN R. S., 2016).

v. Le traitement thermique :

Les traitements thermiques éliminent tous les organismes pathogénes. Le traitement thermique est
donc un traitement d’assainissement. Il détruit également les micro-organismes saprophytes, inactive les
lipases et active les groupes -SH de B-lactoglobuline, augmentant ainsi la résistance a l'autoxydation
pendant le stockage (NOBLET B., 2012 ; KALYANKAR S. D. et al. (a), 2016 ; PARK Y. W,
HAENLEIN G. F. W., 2013).

vi.  Laconcentration par évaporation :

La concentration par évaporation consiste a exposer un liquide a des conditions de température et

de pression qui permettent la vaporisation du solvant. Ce procédé facilite donc la concentration des

éléments non volatils du produit traité. Dans l'industrie alimentaire, il est principalement utilisé pour
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éliminer I'eau des vraies solutions, émulsions et / ou solutions colloidales (PARK Y. W., HAENLEIN
G.F. W, 2013).

Le lait est concentré avant le séchage ; habituellement, un évaporateur a effets multiples continu est
utilisé ( KALYANKAR S. D. et al. (a), 2016).

Pour minimiser l'altération biochimique des composants sensibles a la chaleur, la concentration par
évaporation est généralement effectuée sous vide partiel pour réduire la température de traitement de
45°C a 80°C (PARK Y. W., HAENLEIN G. F. W., 2013).

Les températures au premier effet sont de I'ordre de 70 - 80°C, mais elles tombent a une temperature
a effet final de 43 a 46°C.

Un aspect clé de cette technique est le colt énergétique impliqué, gréace a l'utilisation de la chaleur
perdue, des économies importantes de codts énergetiques peuvent étre réalisées. (PARK Y. W.,,
HAENLEIN G. F. W., 2013 ; ROBINSON R. K., 2005).

buees
2
vapeur 4 / v /
—— " >
produit 4
—— ————— -
5
— —e— —-
condensats condensats condensats
3 concentre
Figure 2 : Evaporateur a effets multiples.
Le séchage :

La déshydratation des produits alimentaires peut assurer une bonne stabilité en abaissant I'aw et en
réduisant les colts de transport et de stockage.

Dans la production industrielle de la PL, seules les méthodes de séchage par pulveérisation et de
séchage au rouleau sont utilisées. Dans le cas du sechage au rouleau ou séchage «roller », le lait
concentré entre en contact direct avec la surface chaude du tambour, ce qui entraine des changements
irréversibles tels que la caramélisation du lactose, le brunissement de Maillard et la dénaturation des
protéines, ce qui diminue la solubilité de la poudre (KALYANKAR S. D. et al. (a), 2016).
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Concentrate

. Powdear

Figure 19.5. Roller dryer: 1, drum:; 2, fead pipe_‘|
3, knife; 4, vapour hood; 5, conveyor.

Powder

Figure 3 : Schéma représentant le dispositif utilisé dans le séchage « roller ».

La méthode de séchage la plus utilisée pour tous les secteurs alimentaires (par exemple, charcuterie,
produits de la péche, fourrage, céréales et produits végétaux, fruits, lait, ceufs, sang) est le Séchage par
pulvérisation (Spray-drying) (PARK Y. W., HAENLEIN G. F. W., 2013).

Le séchage par pulvérisation (ou atomisation) est une technique de séchage des particules. Il s'agit
de pulvériser le produit, sous forme liquide ou en suspension, dans un flux de gaz chaud. Les minuscules
gouttelettes sont projetées dans une enceinte, puis sont séchées par envoi d’air chaud a 200°C, provoquant
instantanément 1’évaporation de 1’eau dans la tour de séchage. Cette déshydratation presque totale permet
a la PL de se conserver un an a temperature ambiante (NOBLET B., 2012 ; PARK Y. W., HAENLEIN
G.F. W, 2013).
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Figure 19.7. Multiple-stage spray-drying installation: 1, feed pump; 2, feed flow; 3, sprayer/air disperser; 4,
inlet air fan; 5, air heater; 6, air cooler; 7, drying chamber; 8, primary cyclone; 9, secondary cyclone; 10, outlet
air fan; 11, integrated fluid bed; 12, pressure conveyer system; 13, vibko—fluidiser air fan; 14, vibro-fluidiser;
15, reincorporation of fines; 16, rotary valve; 17, air filtration.

Figure 4 : Schéma représentant le dispositif utilisé dans le spray-drying.
le séchage donne lieu a des niveaux d'humidité d'environ 5 - 7%. Ainsi, en termes d'humidité, le
danger de prolifération microbienne n'est pas élevé, mais les particules entrainées dans des zones ou
I'numidité peut étre élevée peuvent toujours présenter un risque (ROBINSON R. K., 2005).
viii.  Emballage et stockage :
Le lait est emballé dans des conditions aseptiques puis stocker.
Le lait écrémé en poudre a une durée de conservation maximale d'environ 3 ans, tandis que le lait

entier en poudre a une durée de conservation maximale d'environ 6 mois (PAL M. et al., 2016).

11-3 Caractéristiques du lait :
11-3-a. Caractéristiques organoleptiques :
Saveur : Lors de la réhydratation, la PL doit avoir une saveur propre, riche, douce, fraiche et agréable.
Odeur : Pas de mauvaises odeurs, fraiche.

Couleur : La couleur de la PL selon la source de graisse varie du blanc au jaune foncé.
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Composition :
Selon le Codex Alimentarius CXS 207-1999 :

Tableau 1 : Composition de la poudre de lait selon le Codex Alimentarius.

Lait en poudre Entier Partiellement Ecrémé
écréme
Teneur en matiere grasse laitiere >26% et <42% | >1,5% et <26% | 1,5%
Teneur maximale en eau 5% 5% 5%
Teneur minimale en protéines du lait dans | 34% 34% 34%
P’extrait sec dégraissé

11-3-b. Caractéristiques physico-chimiques :
e Lataille des particules :

La taille des particules est une propriété physique importante de la PL et peut étre liée a son
apparence, sa reconstitution et ses caractéristiques d'écoulement. Elle peut affecter les propriétés de
reconstitution de la poudre et sa différence de taille peut conduire a une stratification de la poudre avec
les solides supérieurs concentrés en haut, ce qui affectera la reconstitution du produit sec
(KALYANKAR S. D. et al. (a), 2016).

La granulométrie des poudres, qui affecte son aspect, sa reconstitution et ses caractéristiques de
débit, dépend des conditions d'atomisation et de la viscosité du concentré ; une pression d'atomisation
élevée et une faible viscosité concentrée réduisent la taille des particules (CARIC M., & MILANOVIC
S., 2002).

Les particules de poudre séchées par pulvérisation sont généralement sphériques avec des diametres
compris entre 10 et 250um. Les particules de la PL aggloméré sont plus grosses et de forme irréguliére
et contiennent trés peu de petites particules séparées. L'agglomération entraine une augmentation de la
quantité d'air incorporée entre les particules de poudre. L'air est remplacé par de I'eau lors de la
reconstitution. Par conséquent, les agglomerats sont facilement dispersés et se dissolvent rapidement
(KALYANKAR S. D. et al. (a), 2016) La meilleure granulométrie pour une dispersion rapide lors de la
reconstitution est de 150 + 200um (CARIC M., & MILANOVIC 8., 2002).

e Densité :

Les densités sont classées en trois groupes : la densité apparente, la densité des particules et la densité

des solides de lait sec ; les trois sont étroitement liés (CARIC M., & MILANOVIC S., 2002).
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La densité apparente est considérée comme le poids par unité de volume généralement déterminée
en mesurant le volume de 100 g de poudre dans un cylindre gradué de 250 ml aprés exposition au
compactage par taraudage standardisé. Une densité apparente élevée est souhaitable pour réduire les
codts d'expédition et d'emballage. (KALYANKAR S. D. et al. (a), 2016 ; CARIC M., & MILANOVIC
S., 2002).

La densité relativement faible a plusieurs implications pratiques. Il n'est pas souhaitable car il
entraine des colts d'emballage, de stockage et de transport plus élevés (CARIC M., & MILANOVIC
S., 2002). D’un autre c6té, la faible densité apparente, influence d'autres propriétés de la poudre telles
que l'aptitude a I'écoulement et les caractéristiques instantanées. (KALYANKAR S. D. et al. (a), 2016).

La densité apparente du lait sec non gras a une large gamme, de 0,18 & 1,25 g mlL. Le lait sec non
gras sec pulvérisé est d'environ 0,50-0,60 g ml, tandis que le lait sec non gras séché au rouleau est de
0,30-0,50 g ml. La densité apparente de la poudre finale est le résultat de la densité des particules (air
occlus et densité des solides) et de l'air interstitiel (KALYANKAR S. D. et al. (a), 2016).

La densité des particules correspond a la masse en grammes de particules ayant un volume total
de 1 cm?. La densité des particules est influencée principalement par la quantité d'air emprisonné. Les
facteurs de traitement qui contribuent de maniere significative a la densité des particules sont la viscosité
et I'incorporation de l'air dans le concentré avant le séchage (CARIC M., & MILANOVIC S., 2002).

e Stabilité a la chaleur :

Les caractéristiques de stabilité a la chaleur des poudres de lait reconstituées sont importantes, en
particulier lorsque les poudres sont destinées a étre utilisées dans les boissons chaudes, la créme anglaise,
les mélanges de sauce blanche, les produits de boulangerie, le lait évaporé recombiné et le blanchisseur
de café (CARIC M., & MILANOVIC S., 2002).

Le principal facteur de transformation qui influe sur la stabilité a la chaleur des poudres de lait
reconstituées est le niveau de traitement thermique appliqué pendant la phase de préchauffage. De plus,
les constituants du lait (protéines, sels, etc.), y compris le pH, sont d'une importance particuliere pour la
stabilité a la chaleur du lait (CARIC M., & MILANOVIC S., 2002).

e Coulabilité (Fluidité) :

La fluidité est la capacité d'une poudre a couler librement sans former de grumeaux ou d'agrégats.
Il peut &tre mesuré comme le temps nécessaire a un volume donné de poudre pour quitter un tambour
rotatif. La fluidité depend de la taille et de la forme des particules, de la densité et de la charge électrique.
Les particules plus grosses s'écoulent plus facilement que les particules plus petites d'un diamétre <90mm
(KALYANKAR S. D. et al. (a), 2016).
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e Dissolution (Solubilité) :

L'indice de solubilité est une mesure du résidu non dissous de la PL. L'indice de solubilité est le
volume (ml) de sédiments restant au fond d'un tube a centrifuger apres dispersion et centrifugation d'une
quantité connue de PL dans I’eau (CARIC M., & MILANOVIC S., 2002).

Lors de la dissolution de la PL dans I'eau, il est dispersé, ce qui implique que les particules de poudre
seront completement mouillées, ce qui peut prendre un certain temps. Par la suite, les composants
solubles se dissolvent et les particules colloidales (globules gras et micelles de caséine) se dispersent
dans la solution. Cela prendra plusieurs minutes. Généralement, une petite partie ne se dissout pas. Une
fois la solution obtenue, il peut s'écouler environ un jour avant que sa composition, en particulier la
distribution du sel, ait plus ou moins atteint I'équilibre (KALYANKAR, S. D. et al., 2016).

Lors de la reconstitution, la partie insoluble de la poudre se dépose et forme une couche de sédiments
au fond. Puisque la solubilité réduite de la poudre est principalement la conséquence de la dénaturation
des protéines du lait, le degré de dénaturation détermine la solubilité de la poudre dans une large mesure
(CARIC M., & MILANOVIC S., 2002).

La solubilité est une condition préalable pour la plupart fonctionnelle autre attributs, car si la poudre
ne peut pas étre efficacement solubilisé il ne peut pas donner I'attribut souhaité efficacement. Si la poudre
n'est pas completement dissoute il peut causer des problemes dans le traitement tels que le colmatage des
filtres et de la perte de matiére due a la sédimentation, et il est également nécessaire pour I'élimination
ultérieure de Matériau non dissous (AZZA M. et al., 2010).

e Mouillabilité :

La mouillabilité est la capacité, nécessaire pour qu'une quantité donnée de poudre pénétre dans la
surface calme de I'eau. En d'autres termes, la mouillabilité est la capacité d'une poudre a absorber I'eau a
la surface et a se mouiller. En raison du manque de mouillabilité, la PL forme des grumeaux apres avoir
été en contact avec de I'eau (CARIC M., & MILANOVIC S., 2002).

Pour une poudre a reconstituer, il doit tout d'abord étre pénétré par I'eau dans laquelle il est dissous.
La poudre doit étre capable de surmonter la tension superficielle entre elle-méme et I'eau dans un premier
temps. Un procéde typique pour la mesure de la mouillabilité est constitué de placer systématiquement
une quantité pesée de poudre sur la surface d'un volume connu d'eau, a une température de consigne, puis
en mesurant le temps pris pour I'ensemble de la poudre a disparaitre sous la surface de I'eau (AZZA M.
et al., 2010).

Le degre de mouillabilité est surtout influencé par la teneur en matiere grasse libre et de I'état du
lactose (KELLY A.L.etal., 2016).
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I11. Microbiologie de la poudre de lait :

La conversion du lait cru en poudre augmente sa durée de conservation et lui permet d'étre stocke
pendant une période prolongee sans perte substantielle de qualité, méme & température ambiante. Comme
nous vivons dans un monde microbien, il existe de nombreuses opportunités pour que le lait soit
contaminé a n'importe quel stade de la chaine alimentaire.

Les micro-organismes résistants a la chaleur (sporiferes et non sporulants) et les moisissures sont
responsables de la détérioration des poudres de lait, si le produit est susceptible d’absorber 1'humidité
pendant un stockage prolonge. La aw des laits séchés est par ailleurs beaucoup trop faible pour soutenir
la croissance microbienne, et une diminution générale des numérations microbiennes est enregistré
pendant le stockage.

Bien que les produits laitiers en poudre aient éteé impliqués dans un certain nombre d'épidémies de
maladies d'origine alimentaire, ils ont généralement été le résultat d'une contamination post-
pasteurisation par des agents pathogenes. Les bactéries pathogénes d'origine alimentaire sont incapables
de se développer dans les poudres de lait, mais peuvent survivre pendant de longues périodes
(FERNANDES R., 2009).

Les micro-organismes qui prédominent dans les PL sont sporogénes, car les spores survivent aux
étapes thermiques appliquées pendant la pasteurisation, I'évaporation et le séchage du lait. Les
thermophiles et les thermophiles facultatifs sont également des micro-organismes prédominants trouveés
dans les poudres de lait, les thermophiles sont utilisés comme mesure d'hygiéne et de contrdle des
processus (LINDSAY D. et al., 2020).

D'autres micro-organismes qui peuvent étre présents dans la PL a des niveaux inférieurs
comprennent les sporogénes mesophiles et les bactéries anaérobies. Si les conditions du processus ne
sont pas optimales, une gamme d'autres micro-organismes peut étre présente, notamment des
entérobactéries et des levures et moisissures (LINDSAY D. et al., 2020 ; ROBINSON R. K., 2005).

I11-1. Microorganismes transmissibles par la poudre de lait :
e Micro-organismes sporogenes :

Les Bacillus sont considérés comme les principaux contaminants bactériens des PL suivis par les
especes appartenant aux genres Geobacillus et Anoxybacillus (SADIQ F. A. et al., 2018). Cependant,
les spores de thermophiles dans le lait cru sont tres faibles et des études ont montré que le lait cru n'est
pas a l'origine de Geobacillus et Anoxybacillus.

La présence de spores thermophiles est directement liée au processus de fabrication dans les zones
ou se produisent des températures de 55 a 68°C. Des études menées dans des usines de fabrication de

produits laitiers ont montré que Geobacillus et Anoxybacillus forment des biofilms dans les équipements
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de processus de fabrication et que de longues durées de traitement de la poudre peuvent entrainer un
nombre élevé dans les poudres de lait (LINDSAY D. et al., 2020).

Des échantillons de lait en poudre en Nouvelle-Zélande ont été analysés pour détecter la présence
de thermophiles, la majorité des isolats se sont révélés étre Bacillus licheniformis, Geobacillus
stearothermophilus, Anoxybacillus flavithermus et Bacillus subtilis (RONIMUS A. et al., 2003).

De méme, une enquéte compleéte visant a identifier et comparer les bactéries sporulantes dans les
poudres de lait collectées dans 18 pays différents a rapporté la prévalence d'A. flavithermus suivie de B.
licheniformis (RUCKERT A. et al., 2004).

En Chine, B. licheniformis, A. flavithermus et G. stearothermophilus ont également été signalés
comme les micro-organismes les plus répandus dans les poudres de lait chinois (SADIQ F.A. et al., 2016
; YUAN D.-D. et al., 2012).

Parmi toutes les bactéries aérobies formant des spores, B. cereus est la seule espéce sporogéne qui
a été documenté comme étant impliqué dans des éclosions de maladies d'origine alimentaire dans les
produits laitiers (SADIQ F. A. et al., 2018).

L'ingestion de cellules de B. cereus en grande quantité peut provoquer deux types de maladies, un
syndrome émétique ou une diarrhée (GUO R. et al., 2020).

e Le syndrome diarrhéique comprend des symptdmes de gastro-entérite ; elle peut étre causée par au
moins cing toxines diarrhéiques différentes

e Syndrome émétique, on sait que la toxine émétique peut étre produite a lI'avance dans les aliments,
elle est trés stable et elle ne peut pas étre inactivée par traitement thermique

Il convient de noter que le processus de séchage du lait concentre également le produit. Cet effet de
concentration explique généralement la présence occasionnelle de Clostridium dans la PL (pas de
croissance car les processus laitiers sont aérobies) (LINDSAY D. et al., 2020).

e Staphylococcus aureus :

Une petite proportion de cellules de S. aureus trouveés dans le lait cru pourrait survivre aux conditions
de séchage.

Cependant, alors que S. aureus était présent dans les approvisionnements de lait cru, les études ont
montré qu'il n'y avait aucun lien avec les souches isolées de la PL et ont conclu que la source la plus
probable était la contamination en usine, seulement 2% des S. aureus ont survecu au séchage par
atomisation. Cependant, si S. aureus est autorisé a se développer dans le lait avant le traitement
thermique, les entérotoxines peuvent étre transportées dans la PL produit par la suite et a des niveaux qui

peuvent provoquer une intoxication alimentaire (ROBINSON R. K., 2005).
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Les entérotoxines thermostables de Staphylococcus aureus sont considérées comme I'une des causes
les plus fréquentes de gastro-entérite dans le monde, dans lesquelles les principaux symptdmes sont des
vomissements et une diarrhée survenant apres l'ingestion d'une ou plusieurs entérotoxines
staphylococciques thermostables préformées dans des aliments contaminés par S. aureus (PAL M. et al.,
2016).

Les entérotoxines staphylococciques ne sont normalement pas ou peu inactivées pendant la
transformation des aliments, le stockage, la distribution ou pendant la préparation des aliments en cuisine.
Par conséquent, si les staphylocoques entérotoxinogenes sont capables de se développer dans les aliments
en grand nombre avant qu'ils ne soient tués. Il existe toujours un risque d'intoxication avec la
consommation de la PL (PAL M. et al., 2016).

e Listeria monocytogenes :

L. monocytogenes est stable dans divers aliments a faible activité de I'eau. Des études ont montré la
résistance thermique considérablement améliorée de L. monocytogenes dans les aliments en poudre a
faible teneur en humidité, qui variait en fonction de la matrice alimentaire et de I'aw (BALLOM K. F. et
al., 2019).

La survie de L. monocytogenes pendant le spray-drying et le stockage du produit a été étudiée. On a
constaté que le séchage par atomisation réduisait Iégerement leur nombre et que le nombre viable
continuait de diminuer pendant le stockage, mais des L. monocytogenes viables pouvaient encore étre
isolées de certains échantillons aprés 12 semaines (FERNANDES R., 2009).

e Cronobacter spp. :

Cronobacter spp. anciennement connus sous le nom d'Enterobacter, sont des agents pathogenes
opportunistes pour les nouveau-nés vulnérables (PAL M. et al., 2016). lls ne sont normalement pas
considérés comme des agents pathogenes d'origine alimentaire, mais il y a eu un certain nombre
d'épidémies sporadiques de méningite néonatale causées par Cronobacter sakazakii associées a la
consommation de PL, avec des taux de mortalité pouvant atteindre 30 & 80% (FERNANDES R., 2009).

les nourrissons étant infectés a la suite de la consommation de préparations en poudre reconstituées
contaminees, un aliment qui est le plus souvent a base de PL (JACOBS C. et al., 2011).

C. sakazakii a déja été détecté dans des installations de production de PL, qui est le principal

ingrédient des préparations en poudre pour nourrissons (JACOBS C. et al., 2011).
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e Salmonella spp. :

Salmonella est un bacille anaérobie facultatif Gram négatif, petit, non sporulant, bien qu'il soit
facilement detruit par la pasteurisation & la chaleur des aliments, il a été déemontré que la résistance
thermique de Salmonella augmente considérablement avec la diminution de aw (WEI X. et al., 2020).

Des études ont démontré que Salmonella spp. ne sont pas completement éliminés de la PL par
séchage par atomisation. Ils ont également signalé que, alors que le stockage a 45°C et 55°C avait un
effet 1étal sur les organismes d'essai, le nombre de Salmonella n'était réduit, mais pas éliminé, uniquement
a des temperatures de 25°C et 35°C (ROBINSON R. K., 2005).

111-2. Control de la qualité bactériologique de la poudre du lait :

I11- 2. a. Techniques (protocoles) de recherche et dénombrement des micro-organismes :
% Dénombrement de la flore mésophile aérobie totale :
Norme AFNOR NF V 08-051 + JORA N°32:2004 (Figure 5 Annexe).
Mode opératoire :

A partir des dilutions décimales allant de 10 & 10, porter aseptiquement 1ml dans une boite de
Petri vide.

Compléter avec 15-20 ml de gélose PCA fondue refroidie a 45°C + 1°C.

Faire des mouvements circulaires et de va-et-vient en forme de « o » pour permettre a I’inoculum
de se mélanger a la gélose utilisée et laisser solidifier sur paillasse.

Incubation :

Les boites seront incubées couvercle en bas a 30°C pendant 24/48/72h :

Dénombrement :

11 s’agit de compter toutes les colonies ayant poussé sur les boites. En tenant compte des boites de Pétri
contenant un nombre de colonies compris entre 30 et 300.

Y.colonies

N =
Vm] X (n1 + 0.1n2) X d1

N : nombre d'UFC par gramme ou par ml de produit initial.

e Ycolonies : sommes des colonies des boites interprétables.

e Vi : volume de solution déposé (1 ml).

e 1 : nombre de boites considérées a la premiére dilution retenue.
e n2:nombre de boites considérées a la seconde dilution retenue.

e . : facteur de la premiére dilution retenue.
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+ Dénombrement de coliformes totaux et fécaux :

Norme AFNOR NF V 08-050 (Figure 6 Annexe).

Mode opératoire :

e A partir des dilutions décimales 10° & 10 voire 1, porter aseptiquement 1ml de chaque dilution dans
une boite de Petri vide.

e Cette opération doit étre effectuée en double pour chaque dilution.

e Lapremiere série de boites sera incubée a 37°C et sera réservée a la recherche des coliformes totaux.

e Ladeuxiéme série de boites sera incubée a 44°C et sera réservée a la recherche des coliformes fécaux.

e Compléter avec 15ml de gélose VRBL fondue puis refroidie a 45°C + 1°C.

e Faire des mouvements circulaires de va-et-vient en forme de « 8 » pour bien mélanger la gélose a
I’inoculum, et laisser solidifier les boites sur paillasse.

Incubation :

Les boites seront incubées couvercle en bas pendant 24 a 48 h :

e 37°C pour la premiére série (recherche des coliformes totaux).

e 44°C pour la deuxieme série (recherche des coliformes fécaux).

Lecture :

Les coliformes apparaissent en mass sous forme de petites colonies rondes, de couleur rouge-
pourpre, de 0,5 a 2 mm de diamétre, pouvant étre entourées d’un halo rouge-pourpre pale (micro-
organismes lactose +) ou d’un halo verdatre (micro-organismes lactose -).

% Dénombrement des streptocoques fécaux (Groupe D) :
Mode opératoire :
La recherche des streptocoques fécaux (Groupe D) se fait en milieu liquide par la technique du nombre
le plus probable (NPP) (Figure 7 Annexe) (LEBRES E. A. et MOUFFOK F., 1999).
e Cette technique fait appel a deux tests consécutivement a savoir :
> Le test de présomption : qui se fait sur milieu de Rothe S/C.
» Le teste de confirmation : qui se fait sur milieu Eva Lytski.
Test présomptif :
e Préparer dans un portoir une série de tubes contenant le milieu sélectif de Rothe S/C a raison de trois
tubes par dilution.
e A partir de dilution décimales 10 & 10 voire 1, porter aseptiquement 1 ml dans chacun des trois

tubes correspondant a une dilution donnée et bien mélanger 1’inoculum.
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Incubation :
e L’incubation se fait a 37°C pendant 24 a 48h.
Lecture :
e Les tubes présentant un trouble microbien sont considérés comme positifs.

Aucun dénombrement ne se fait a ce stade, les tubes positifs feront 1’objet d’un repiquage.
Test de confirmation :

Chaque tube de Rothe positif fera donc 1’objectif d’un repiquage 1’aide d’une anse bouclée sur tube
contenant le milieu Eva Lytski.

Bien mélanger I’inoculum dans le milieu.

Incubation :

e L’incubation se fait a 37°C pendant 24h.

Lecture :

e Les résultats sont considérés comme positifs si les tubes présentent a la fois :
» Un trouble microbien
» Une pastille blanchatre ou violette au fond du tube.

Le nombre de streptocoques fécaux est exprimé par le NPP selon la table de Mac Grady.

% Dénombrement de Staphylococcus aureus :

Norme AFNOR NF V 08-052 + JORA N°43:2004 (Figure 8 Annexe).

Mode opératoire :

Méthode de Baird Parker :

A partir des dilutions décimales 107 dans le cas des toxi-infections alimentaires et a partir de 103
dans le cas des contrdles de routine, porter aseptiquement 1 ml de chaque dilution repartie en surface a
raison de 3 fractions sensiblement égales dans trois boites contenant le milieu de Baird Parker puis étaler
a I’aide d’un méme étaler en commengant par la plus forte dilution.

Incubation :
L’incubation ce fait a 37°C pendant 24 a 48h.
Lecture :

Les résultats sont considérés comme positifs si les boites contenant des colonies caractéristiques a
savoir des colonies noires, brillantes, convexes entourées d’une zone de transparence qui peut étre
translucide.

Apres 24h, peut apparaitre dans cette zone transparente, un anneau opalescent immédiatement au

contact des colonies.
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Pour s’assurer qu’il s’agit bien de colonies de Staphylococcus aureus, effectuer sur 2 a 3 colonies
des tests biochimiques rapides (Tableau 2).

Tableau 2 : Quelque caracteres biochimiques de différentes espéces de staphylocoques.

Staphylococcus aureus intermedius | saprophyticus | epidermitis
Catalase + + + +
Coagulase + + - -
Mannitol en anaérobie + - - -
Resistance a la Novobiocine (5 pg) 5 S R S

S : sensible ; R : résistante

% Deénombrement de Clostridium sulfito-reducteurs :
Norme AFNOR NF V 08-056 + JORA N°39:2013 (Figure 9 Annexe).
Mode opératoire :
Selon la disponibilité des milieux de culture, deux techniques sont recommandées pour la recherche
de Clostridium sulfito-reducteurs (CSR).
» Méthode genérale sur gélose Viande-Foie (VF) a 37°C.
» Méthode sélective sur gélose Tryptone Sulfite Néomycine (TSN) ou Tryptone Sulfite Cyclosérine
(TSC).
» Méthode générale :

Au moment d’emploi faire fondre un flacon de gélose Viande Foie, le refroidir dans un bain marie

a 45°C puis ajouter une ampoule d’alun de fer et une ampoule de sulfite de sodium.

Mélanger soigneusement et aseptiquement.

Maintenir dans une étuve a 45°C jusqu’au moment de 1’utilisation.

Ensemencement :

Les tubes contenant les dilutions 102 et 10! seront soumis :

e D’abord a un chauffage a 80°C pendant 8-10 min.

e Puisaun refroidissement immédiat sous 1’eau de robinet dans le but d’éliminer les formes végétatives
et de garder uniguement les formes sporulées.

A partir de ces dilutions, porter aseptiquement 1 ml de chaque dilution en double dans deux tubes a
vis stériles de 16 mm de diamétre, puis ajouter environ 15ml de gélose VF préte a I’emploi, dans chaque
tube, et laisser solidifier sur paillasse pendant 30 min.

Incubation :

Les tubes seront incubes a 37°C pendant 16, 24 ou au plus tard 48h.
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Lecture :

La premiere lecture doit se faire impérativement & 16h car :

= D’une part les colonies de CSR sont envahissantes auquel cas on se trouverait en face d’un tube
complétement noir rendant alors 1’interprétation difficile voire impossible et 1’analyse a refaire.

= D’autre part, il faut absolument repérer toute colonie noire ayant poussé en masse et un diametre
supérieur a 0.5 mm.

Dans le cas ou il n’y a pas de colonies caractéristiques, re-incuber les tubes et effectuer une deuxiéme
lecture au bout de 24h voire 48h.
Interprétation des résultats :

Il est donc impératif de repérer toute colonie noire, puis procéder a son identification biochimique.

Certains auteurs preconisent de casser le tube a I'aide d'une lime métallique a 1 cm au-dessus de la
colonie suspecte et de prendre le centre de la dite colonie, car tres souvent il y a développement de
colonies de Staphylocoques et de Bacillus a coté, qu'on prendrait a tort pour des colonies de CSR.
Identification biochimique :

Le centre de la colonie noire suspecte (qui est en réalité blanche mais entourée d'une auréole noire)
sera alors déposé soigneusement dans un tube contenant du bouillon TGY ou TY préalablement régénéré
a 80°C pendant 15 min.

Placer ensuite ce tube dans un agitateur (\Vortex) pour bien mélanger la colonie dans le milieu puis
I'incuber en anaérobiose pendant 24 a 48h.

Apres la période d’incubation, constater le trouble du milieu, puis réaliser les étapes suivantes :

e Etat frais pour constater s'il y a mobilité ou non...
e Coloration de Gram pour constater les types de colonies et leur coloration
e S'il s'agit de bacilles Gram positifs, faire un isolement sur deux boites de gélose au sang de mouton
frais :
= |'une sera incubée a 37°C en aérobiose.
= J'autre sera incubée a 37°C en anaérobiose.
Apreés 24 a 48h d'incubation :
= Sélectionner les boites ayant poussé strictement en anaérobiose.
= Noter le type d’hémolyse.
= Faire une coloration de Gram puis une réaction catalase.

= S'assurer qu'il s'agit bien d’une souche pure, sinon purifier.
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Chapitre 111 : Microbiologie de la poudre de lait

= Puis ensemencer une Galerie biochimique Api 20A a incuber toujours a 37°C et toujours en

anaérobiose.

» Méthode Sélective :

La méthode sélective de recherche de Clostridium perfringens est identique a la méthode
générale, mise a part :

e le milieu de culture : il s'agit cette fois ci d'un milieu sélectif TSN ou TSC. Les deux antibiotiques
inhiberont toute la flore éventuellement présente hors mis les spores de Clostridium perfringens,
rendant ainsi le milieu sélectif.

e latempérature d'incubation : a 46°C. la sélection est encore plus stricte.

+«» Dénombrement de Bacillus spp. :

Norme I1SO 7932:2004 (Figure 10 Annexe).

Mode opératoire :

Transférer, au moyen d'une pipette stérile, 0,1 ml de I'échantillon pour essai dans deux boites de
Petri contenant le milieu MYP agar, Ou 1 ml a 3 boites (en double). Répétez la procédure en utilisant
d'autres dilutions décimales si nécessaire.

Incubation :

Incuber pendant 18 & 24h a 30°C
Lecture :

Comptez les colonies présumées de B. cereus sur chaque boite. Les colonies présumées sont grandes,
roses (indiquant que la fermentation du mannitol n'a pas eu lieu) et généralement entourées d'une zone
de précipitation (indiquant la production de lécithinase) (Tableau 3).

Confirmation :

Stries, poignardez ou repérez les colonies sélectionnées sur la surface de la gélose au sang de mouton
d'une maniére qui permet une bonne interprétation de la réaction d'hémolyse (Tableau 3).

Incuber a 30°C pendant 24h + 2 h et interpréter la réaction d'hémolyse.

Tableau 3 : Interprétation biochimique - Résultats des tests.

Test Reésultat confirmant un Bacillus cereus
présumeé

MYP agar Formation de colonies roses entourées de précipité

Hémolyse Réaction positive?

*:La largeur dela zone d'hémolyse peut varier.
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Chapitre 111 : Microbiologie de la poudre de lait

« Dénombrement de Listeria monocytogenes :

Norme AFNOR NF V 08-055 + JORA N°03:2006 (Figure 11 Annexe).
Mode opératoire :

Jour 1 : Pré-enrichissement.

Introduire aseptiqguement 25 g de produit a analyser dans 225ml de bouillon Fraser ou UVM |
(University of Vermont Broth) additionné de suppléments.

Bien mélanger, puis incuber a 30°C pendant 24h.

Jour 2 : Enrichissement.

Prendre 0.1 ml du bouillon de pré-enrichissement, dans un tube contenant 10 ml de bouillon Fraser
% ou UVM I additionné lui aussi de suppléments.

Bien mélanger, puis incuber a 30°C pendant 24h.

Jour 3 : Isolement.

L’isolement se fait a partir du bouillon Fraser 1/2 ou UVM I, a raison de 2 gouttes que I’on étale
sur une boite de gélose PALCAM agar (Polymyxin Acriflavine Lithium chloride Ceftazidime Aesculin
Mannitol) additionné de son supplément.

Incuber a 37°C pendant 24h.

Jour 4 : Lecture des isolements et identification biochimique.
Observer les colonies noires ayant poussé sur gélose PALCAM
Effectuer les tests suivants

e (Catalase (+)

e Coloration de Gram (petits BGP)

e Mobilité (en état frais ou gélose mobilité a 20-25°C)
e Camp-test

e API-Listeria.

« Dénombrement de Cronobacter spp.

Norme FDA : 2002 (CHEN Y. et al., 2002) (Figure 12 Annexe).

Pre-enrichissement :

En utilisant une procédure NPP a trois tubes, peser aseptiqguement en triple, 100g, 10g et 1g de
I’échantillon et ajouter respectivement a des flacons Erlenmeyer de 2 litres, 250ml et 125ml.

Ajouter neuf parties (dilution 1:10) d'eau distillée stérile préchauffée a 45 ° C et agiter doucement a la

main jusqu'a ce que la poudre soit uniformément mise en suspension. Incuber a 36°C pendant 24h.
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Enrichissement :

Retirer 10 ml de chaque suspension et ajouter & 90 ml de bouillon EE (Enterobacteriaceae enrichment

broth) dans des flacons de dilution stériles de 160 ml. Incuber & 36°C pendant 24h.

Isolement :

Mélangez doucement chaque bouteille et procédez aux méthodes de placage suivantes :

e Meéthode d'étalement direct : Inoculer des boites d'agar VRBG (Violet Red Bile Glucose) en
double avec chaque culture d'enrichissement en étalant 0,1 ml uniformément sur la surface de
chaque boite avec une tige d'étalement en verre stérile.

e Méthode de stries directes : ensemencer des boites d'agar VRBG en double avec chaque culture
d'enrichissement en striant une boucle de 3 mm (10 pl) sur au moins trois quadrants de la boite pour
I'isolement de colonies uniques. (Remarque : les boites striées sont incluses comme sauvegarde au
cas ou la croissance sur les boites étalées serait trop concentrée pour contenir des colonies isolées).

Incuber les boites de Pétri & 36°C pendant 24h.

Lecture :

Les colonies typiques apparaitront sous forme de colonies violettes entourées d'un halo violet d'acides

biliaires préecipités.

Confirmation :

Prélever un total de 5 colonies présumées de C. sakazakii dans les boites ci-dessus et repiquer chaque

isolat en les étalant sur une seule boite de TSA (Trypticase Soy Agar). Incuber a 25°C pendant 48 a

72h.

Lecture :

Les colonies typiques apparaitront sous forme de colonies pigmentées de jaune aprés une incubation de

48 a 72h a 25°C.

Confirmez a l'aide du systeme d'identification biochimique APl 20E conformément aux instructions du

fabricant. Pour une identification positive de C. sakazakii, le test d'oxydase doit étre inclus.

+ Dénombrement de Salmonella spp. :

Norme 1SO 6579:2002 / AMD 1:2007 + JORA N° 42:2007 (Figure 13 Annexe).

Mode opératoire :

Jour 1 (Pre-enrichissement) :

Prélever 25g de poudre de lait dans sachet stérilisé stomacker avec 225ml d’eau peptonée tamponnée, et

bien homogéneiser.

Incuber a 37°C pendant 18h.
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Jour 2 (Enrichissement) :

L’enrichissement doit s’effectuer sur deux milieux différents :

e Le bouillon de peptone de Soja Rappaport-Vassiliadis (RVS) reparti en raison de 10ml par tube.

e Le bouillon de Tétrathionate-Novobiocine Muller-Kauffmann (MKTTn) reparti a raison de 10ml par
tube.

L’enrichissement proprement dit, se fait donc a partir du milieu de pré-enrichissement.de la fagon

suivante :

e 0.1ml en double pour les tubes de RVS.

e 1ml en double pour les tubes de MKTTn.

Incubation :

e Lestubes de RVS seront incubés a 42°C/24h.

e Lestubes de MKTTn seront incubés a 37°C/24h.

Jour 3 (isolement) :

Chaque tube fera 1’objet d’un isolement sur deux milieux gélosés différents :

e Le milieu gélosé Xylose Lysine Deoxycholate agar (XLD).

e Deuxieme gélose de choix, eg. Gelose Brilliant Green.

Incubation :

e Incuber les boites contenant le milieu XLD a 35-37°C pendant 18-24h.

e Incuber les boites contenant le milieu Brilliant Green agar a 35°C pendant 24h.

Lecture :

e Sur gélose XLD les colonies apparaissent rouges avec des centres noirs.

e Sur gélose Brilliant Green les colonies apparaissent opaques de couleur rouge-rose-blanc entourées

de zones rouge brillant.
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Conclusion

Conclusion :

Le lait et les produits laitiers font partie de 1’alimentation de tous les pays. Les propriétés
nutritionnelles et fonctionnelles du lait en font un aliment intéressant pour 1’industrie agroalimentaire.

Le lait en poudre est un produit microbiologiquement stable et sir. Sa faible teneur en eau en fait un
milieu moins adapté a la croissance bactérienne, c'est pourquoi les micro-organismes fréquemment isolés
de ce dernier sont des bactéries sporulantes généralement non-pathogénes, responsables de la
détérioration de la poudre de lait. Ces derniers sont controlés lors de la fabrication de la poudre, ainsi les
maladies d'origine alimentaire dues a la poudre de lait sont rares.

Les bactéries thermophiles sporulantes sont les populations les plus importantes présentes dans la
fabrication du lait en poudre et les producteurs les évaluent et les contr6lent comme indicateurs de
I'nygiéne des procédés.

Certains micro-organismes émergents constituent une menace pour l'industrie laitiére en raison de
leur potentiel d'altération et de résistantes a la chaleur. Les sources possibles et les stratégies d'élimination
de ces micro-organismes devraient étre déterminées pour contrdler ces nouveaux contaminants

microbiens de l'industrie laitiére.
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Annexe

Annexe :

[Dénombrement de la flore mésophile aérobie totale}

Ensemencer en masse 1ml de
chaque dilution préparer dans
une gélose PCA

v

Incuber a 30°C pendant
24h/48h/72h

Figure 5 : Dénombrement de la flore mésophile aérobie totale (LEBRES E. A. et MOUFFOK F.,
1999 ; JORA N°32, 2004).



Annexe

L Dénombrement de coliformes totaux et fécaux J

Ve

=N

Ensemencer en masse 1ml de chaque
dilution préparer dans une gélose

- VRBL (en double)
o
\\\ / //

[ Incuber 37°C pendant 24h a 48h J [ Incuber 44°C pendant 24h a 48h J

Figure 6 : Dénombrement des coliformes totaux et fécaux (LEBRES E. A. et MOUFFOK F., 1999).



Annexe

Dénombrement de streptocoques fécaux (groupe D). 1

Test présomptif

—~

Ensemencer 1ml de chaque dilution dans des
tubes contenant le milieu Rothe S/C (en triple)

-

[ Incuber a 37°C pendant 24h a 48h

v

Test confirmatif

Chaque tube de Rothe positif fera donc 1’objectif
d’un repiquage l'aide d’une anse bouclée sur
tube contenant le milieu Eva Lytski.

-

[ Incuber a 37°C pendant 24h

Figure7 : Dénombrement des streptocoques fécaux (Groupe D) (LEBRES E. A. et MOUFFOK F.,
1999).



Annexe

L Dénombrement de staphylocoques J

Meéthode de Baird Parker

- N

Préparer des dilutions décimales de
Pordre de 10-5 dans le cas des toxi-
infections alimentaires et a partir de
10-3 dans le cas des controles de routine

.

Inoculer en surface 1,0 ml de chaque
dilution sur trois boites de Petri de 90
mm contenant la gélose Baird Parker

.

Llncuber a 37°C pendant 24}

a 48h

Figure 8 : Méthode de Baird Parker pour dénombrement des staphylocoques (LEBRES E. A. et
MOUFFOK F., 1999 ; JORA N°43, 2004).



Annexe

LDénombrement de Clostridium sulfito-reducteurs

_— —
4 N
\

Préparer les dilutions décimales 101 |
et 102, puis les exposer a un choc
thermique en  augmentant la
température a 80°C suivi d’un
refroidissement rapide.

Ensemencer 1ml de chaque dilution
dans une gélose VF

\\ / ///

N

Incubation 2 37°C pendant 16, 24 ou |
au plus tard 48h.

Méthode générale J

Méthode Sélective J

- ~

/[

Préparer les dilutions décimales 10-1
et 10-2. puis les exposer a un choc
thermique en  augmentant la
température a 80°C suivi d’un

refroidissement rapide.

.
N

W

Ensemencer 1ml de chaque dilution
dans une gélose TSN ou TSC

Incubation a 46°C pendant 16, 24 ou
au plus tard 48h.

Figure 9 : Dénombrement de Clostridium sulfito-reducteurs (LEBRES E. A. et MOUFFOK F.,
1999 ; JORA N°39, 2013).



Annexe

Dénombrement de Bacillus spp.

Transférer 0,1 ml de l'échantillon pour essai
dans deux boites de Petri contenant le milieu
MYP agar, Ou 1 ml a 3 boites (en double)

¥

Incuber pendant 18 a 24 heures a 30°C

-

Stries, poignardez ou repérez les colonies
sélectionnées sur la surface de la gélose au sang
de mouton d'une mani¢re qui permet une bonne
interprétation de la réaction d'hémolyse.

ot

Incuber a 30 ° C pendant 24 h

Figure 10 : Dénombrement de Bacillus spp. (ISO 7932 : 2004).



Annexe

Dénombrement de Listeria monocytogenes
\

Pré-enrichissement

| Introduire aseptiquement 25 g de produit 2 analyser dans 225ml de |
bouillon Fraser ou UVM I

k Incuber a 30 °C pendant 24h

_4

Enrichissement

{ = . e )
Prendre 0.1 ml du bouillon de pré-enrichissement, dans un tube
contenant 10 ml de bouillon Fraser ¥2 ou UVM 11

K Incuber a 30 °C pendant 24h

_4

Isolement

[ L’isolement se fait & partir du bouillon Fraser 1/2 ou UVM II sur |
une boite de gélose PALCAM agar

‘ Incuber a 37 °C pendant 24h.

A 4

Confirmation

Tdentification biochimique
< J

Figure 11 : Dénombrement de Listeria monocytogenes (LEBRES E. A. et MOUFFOK F., 1999 ;
JORA N°03, 2006).




Annexe

Pré-enrichissement

- ~,

Préparation 100 g, 10 g et 1 g de I’échantillon et ajouter neuf
parties (dilution 1:10) d'eau distillée stérile préchauffée 4 45° C .
Incuber & 36°C pendant 24h (en triple).

<

Enrichissement

Retirer 10 ml de chaque suspension et ajouter 2 90 ml de bouillon
EE. Incuber i 36 ° C pendant 24h.

.

Isolement
— = — ~
Méthode d'étalement direct : Inoculer des boites d'agar VRBG Méthode de stries directes : ensemencer des boites d'agar VRBG
(Violet Red Bile Glucose) en double avec chaque culture en double avec chaque culture d'enrichissement en striant une
d'enrichissement en étalant 0,1 ml uniformément sur la surface boucle de 3 mm (10 pl) sur au moins trois quadrants de la boite
de chaque boite avec ume tige d'étalement en verre stérile. pour I'isolement de colonies uniques. Incuber & 36°C pendant
Incuber & 36°C pendant 24h. 24h.
Confirmation

~
Prélever un total de 5 colonies présumées de C. sakazakii dans les
boites ci-dessus et repiquer chaque isolat en les étalant sur une
seule boite de TSA . Incuber a 25 ° C pendant 48 a 72 heures.

Figure 12 : Dénombrement de Cronobacter spp. (CHEN Y. et al., 2002).



Figure 13 :

Dénombrement de Salmonella spp.

Pré-enrichissement

" préparer des dilutions décimales dans |
de l'eau tryptone tamponnée 2a
température ambiante et incuber a
. 37°C pendant 18h

—

>
g i

Enrichissement sélectif

0,1 ml de culture dans 10 ml de bouillon 1 ml de culture dans 10 ml de bouillon

RVS. MKTTn
Incuber a 41.5°C pendant 24h Incuber a 37°C pendant 24h
@
. =
Isolement

" Incuber les boites contenant le milieu |
XLD a 35-37°C pendant 18-24h. +l un
2¢ milieu de choix e.g.: Brilliant Green

\agar a 35°C pendant 24h.

Annexe

Dénombrement de Salmonella spp. (ISO 6579:2002 / AMD 1:2007 ; JORA N°42, 2005).
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