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6.1.6 Beurre

Peser 10 g d'échantillon pour essai dans un récipient et
le placer dans le bain d’eau (4.11) a45 ° C + 1. Garder le
récipient dans 1'eau jusqu'a ce que I'échantillon soit juste
fondu.

Ajouter 90 ml de diluant (3.2).

Mélanger. Cette opération est plus facilement réalisée
dans I'homogénéisateur de type péristaltique (4.2b).

On peut également travailler uniquement sur la phase
aqueuse pour la dilution, comme suit :

Prendre une prise de 50 g contenant environ 8 ml d'eau
et ajouter 42 ml de diluant (3.2.3) réchauffé a 45° C.

Placer le récipient dans un bain d'eau (4.11)a
45°C+1 jusqu'a ce que le beurre soit fondu. Bien
mélanger et laisser séparer pendant 15 min. au maximum.

Si nécessaire, pour séparer les phases, placer
I'échantillon pour ’essai fondu dans un tube a centrifuger
stérile (ou faire fondre 1'échantillon pour essai directement
dans le tube), et centrifuger a une fréquence de rotation de
1000 min-1 a 2000 min-1.

Prélever stérilement la phase grasse (supérieure) avec
un tube stérile relié a une pompe a vide. Prélever la
couche inférieure.

Préparer les dilutions suivantes selon 6.2.

6.1.7 Produits laitiers congelés (y compris les glaces
de consommation)

Procéder comme indiqué pour le beurre (6.1.6)
(premiére alternative), mais en utilisant un bain d'eau
(4.12) a37° C £ 1 au maximum.

La température de I'échantillon pour essai ne doit pas
dépasser la température de ce bain d'eau.

Préparer les dilutions suivantes selon 6.2.

6.1.8 Flans, desserts, lait fermeté et creme

Peser 10g d’échantillon pour essai dans une fiole (4.4)
contenant des billes de verre (4.8)

Pour les flans, les desserts et la créme douce ajouter
90 ml de diluant (3.2) et agiter pour disperser.

Pour le lait fermeté et la créme acide utiliser le diluant
332apH7,5 £0,1.On peut utiliser un homogénéisatur
de type péristalique (4.2 b).

Préparer les dilutions suivantes selon 6.2.

6.2 Dilutions décimales suivantes :

Dans le cas de la recherche de la présence ou de
I’absence d’un micro-organisme dans 0,1ml ou 0,1 g de
produit, il n’est pas nécessaire de préparer les dilutions
décimales.

Introduire avec une nouvelle pipette 1 ml de la dilution
primaire (par exemple 6.1.1 ou 6.1.2) dans un nouveau
tube contenant 9 ml de diluant stérile (3.2) en évitant le
contact de la pipette avec le diluant. Utiliser une nouvelle
pipette pour chaque dilution.

Si de plus grands volumes doivent étre utilisés,
introduire 10 ml de la dilution primaire dans une fiole
contenant 90 ml de diluant stérile (3.2) ou 11 ml de la
dilution primaire a 99 ml de diluant stérile (3.2).

Dans la pratique courante, quand on exige une dilution
10-3, 1 ml de la dilution primaire devrait étre rajouté a 99
ml de diluant stérile (3.2).

Mélanger soigneusement, soit par aspiration refoulement,
10 fois, avec une nouvelle pipette, soit en utilisant un
agitateur mécanique (4.3) pendant 5 a 10 secondes pour
obtenir la dilution 10-2.

La vitesse de rotation doit étre choisie de sorte que le
liquide tournoyant affleure a 2 a 3 cm du bord du
récépient.

Si nécessaire, répéter ces opérations avec le diluant
stérile (3.2) en utilsant la dilution 10 -2 et les suivantes
pour obtenir les dilutions 10 -3, 10 4, etc... jusqu’a
obtention du nombre approprié de micro-organismes par
millilitre (voir 2).

Lorsque 10 ml plus 90 ml ou 11 ml plus 90 ml ont été
prélevés, ajouter manuellement comme indiqué en 6.1.1.

6.3 Durée des opérations

Le temps qui s’écoule entre la fin de la préparation de la
dilution primaire et le mélange des dilutions et des
milieux (décrit selon les méthodes spécifiques) ne doit pas

étre supérieur a 15 minutes.
-

Arrété du 26 Rajab 1425 correspondant au 11
septembre 2004 rendant obligatoire une méthode
de controle microbiologique pour le lait
pasteurisé.

Le ministre du commerce,

Vu le décret exécutifn ~ ©90-39 du 30 janvier 1990,
modifié et complété, relatif au contrdle de la qualité et a
la répression des fraudes ;

Vu le décret exécutif n = °02-453 du 17 Chaoual 1423
correspondant au 21 décembre 2002 fixant les attributions
du ministre du commerce ;

Vu larrété interministériel du 29 Safar 1414
correspondant au 18 aolt 1993 relatif aux
spécifications et a la présentation de certains laits de
consommation ;

Vu larrété du 14 Safar 1415 correspondant au 23
juillet 1994, modifié¢ et complété, relatif aux
spécifications microbiologiques de certaines denrées
alimentaires ;

Arréte :

Article ler. — En application des dispositions de
I’article 19 du décret exécutif n  © 90-39 du 30 janvier
1990, modifié et complété, susvisé, le présent arrété a
pour objet de rendre obligatoire une méthode de contrdle
microbiologique pour le lait pasteurisé.

Art. 2 — Pour le controle microbiologique du lait
pasteurisé, les laboratoires du contrdle de la qualité et de
la répression des fraudes et les laboratoires agréés a cet
effet doivent employer la méthode décrite en annexe.
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Cette méthode doit E&tre également utilisée par le
laboratoire lorsqu’une expertise est ordonnée.

Art. 3. — Le présent arrété sera publié¢ au Journal
officiel de la République algérienne démocratique et
populaire.

Fait a Alger, le 26 Rajab 1425 correspondant au
11 septembre 2004.

Noureddine BOUKROUH

ANNEXE

METHODE DE CONTROLE MICROBIOLOGIQUE
POUR LE LAIT PASTEURISE

1. Préparation de 1'échantillon pour essai

11 est nécessaire de rendre I'échantillon homogeéne avant
chaque analyse, par exemple, agiter soigneusement en
inversant rapidement 25 fois le préemballage, ou
appliquer des techniques appropriées donnant des résultats
identiques.

Ouvrir aseptiquement le préemballage aprés avoir
nettoyé a 1'éthanol la surface d'ouverture.

Procéder a 'analyse bactériologique dans un délai
n'excédant pas trois minutes.

Jusqu'au moment de I'analyse, conserver I'échantillon a
6° C.

2. Dilutions décimales

La préparation des dilutions décimales est effectuée
avec le diluant suivant.

2.1 Composition

Peptone pancréatique de caséine (tryptone)..............1 g
Chlorure de sodium........ccceecererniineenenieieicee e 85¢g
Eau distillée........coveierieiiieeeee e 1000 ml

2.2 Préparation

Faire dissoudre les composants dans 1'eau en chauffant
légérement. Si nécessaire, ajuster le pH de sorte qu'apres
stérilisation il soit de 7 = 0,1 a 25° C.

Répartir, par exemple, a raison de 100 ml dans des
flacons de capacité appropriée.

Stériliser a l'autoclave a 121
minutes.

°C =1 pendant vingt

2.3 Préparation des dilutions décimales

Au moment de 1'emploi, distribuer aseptiquement le
diluant a raison de 9 ml dans des tubes stériles de
20 x 200 mm. Pour la préparation des dilutions, utiliser le
diluant a température ambiante.

Une dilution au 1/10 est obtenue en transférant
aseptiquement 1 ml de lait a I'aide d'une pipette de 1 ml
stérile dans 9 ml de diluant (2.1.). Une dilution au 1/100
est obtenue en transférant 1 ml de la dilution au 1/10 &
l'aide d'une nouvelle pipette de 1 ml stérile dans un second
tube de diluant.

Procéder de maniére identique pour les dilutions
suivantes.

Me¢élanger soigneusement chacune des dilutions pendant
5 a 10 secondes au moyen d'un agitateur mécanique a
mouvement de rotation excentré au moment de leur
préparation et avant les ensemencements.

3. Dénombrement des micro-organismes aérobies
a30°C.

Gélose pour dénombrement

3.1 Composition

Peptone pancréatique de caséine (tryptone)...........5,0 g
Extrait de levure déshydratée.............ccc..eo..25 g
Glucose anhydre........c.....covivcvcncecinniiiienn 1,0 g
Lait écrémé en poudre(exempt de substances
INNIDIIIICES).envreereiienieeiieie ettt 10g
Ou lait écrémé (exempt de substances inhibitrices) 10 ml
Agar-agar........ccceveeeviecenieeien e 122 18 g
Eau distillée.......ccccceeveiiiiiiiniiineee 1000 ml

3.2 Préparation

Faire dissoudre les composants ou le milieu complet
déshydraté dans I'eau en portant a ébullition. Si
nécessaire, ajuster le pH de sorte qu'apres stérilisation, il
soitde 7+0,1 a25°C.

Répartir a raison de 100 ml dans des flacons de
capacité approprié¢e ou de 12 a 15 ml dans des tubes de
18 x 180 mm ou 20 x 200 mm.

Stériliser a l'autoclave a 121 °C £ 1 pendant 20 minutes.
Le milieu peut étre conservé trois mois au maximum et a
l'obscurité entre 0°C et 5°C.

3.3 Mode opératoire

Transférer en double 1 ml des dilutions retenues (2.3)
dans des boites de Pétri stériles de 90 ou 100 mm de
diameétre. Couler 12 a 15 ml de milieu, fondu au préalable
et refroidi dans un bain d'eau 245 °C £0,5 (le maintien
dans le bain d'eau ne doit pas excéder trois heures).
Meélanger soigneusement 1'inoculum au milieu.

Laisser solidifier en posant les boites sur une surface
fraiche et horizontale.

Placer les boites de Pétri retournées dans une étuve a
30°C £ 1 pendant 72h = 2 h..

Le délai entre la préparation des dilutions et
l'introduction de la gélose dans les boites ne doit pas
excéder 15 minutes.

3.4 Expression des résultats

Retenir pour comptage, les boites de Pétri contenant un
nombre de colonies compris entre 10 et 300. Utiliser, si
nécessaire, une loupe d'un grossissement de 1,5 au
maximum.

3.5 Mode de calcul

Calculer le nombre de micro-organismes par millilitre
de lait a I'aide de la formule suivante :

Nombre/ml = Nombre total de colonies comptées
Volume ensemencé de I’échantillon
>c
(n1+0,1n2)d

ou
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ou :
¢ : Somme totale des colonies comptées.

nl : Nombre de boites comptées dans la premiere
dilution.

n2 : Nombre de boites comptées dans la seconde
dilution.

d : Facteur de dilution a partir duquel les premiers
comptages ont été obtenus.

Dilution 10-2 278 et 290 colonies.
Dilution 10-3 33 et 28 colonies.

Nombre/ml : 278 + 290 + 33 + 28 629

= = 28590
(2+0,1x2)10-2 0,022

Exemple :

Pour exprimer le nombre de microorganismes, arrondir
le nombre & deux chiffres significatifs.

Quand le chiffre qui doit étre arrondi est 5, arrondir de
maniere que la valeur indiquée immédiatement a gauche
soit paire.

Dans 'exemple, le résultat devra étre arrondi a 29 000
ou

2,9 x 104 si les boites contiennent moins de 10 colonies
donner le nombre de micro-organismes par millilitre sous
la forme moins de 10 x d, « d » étant I'inverse du facteur
de dilution le plus faible.

Si les boites contiennent plus de 300 colonies, faire une
estimation a partir des boites ayant un comptage proche de
300 colonies. Donner le résultat avec I'indication
« nombre estimé de micro-organismes par millilitre ».

Le résultat peut-étre exprimé par un nombre compris
entre 1 et 9,9 multiplié par 10x, « x » étant la puissance de
10 appropriée.

L'expérience montre que si le résultat le plus élevé de
deux essais indépendants sur le méme échantillon dépasse
fréquemment le résultat le plus bas de 30 %, 1'analyste
doit exprimer son mode opératoire afin de déterminer les
sources d'erreurs.

4. Dénombrement des coliformes a 30 °C et des
coliformes fécaux.

Utiliser la gélose lactosée a 0,5 %o de désoxycholate de
sodium

4. 1 Composition

Peptone......c.covvieniieiiiiie e 10g
LaCtOSe. . eeeeeiiiiieeiie ettt e 10g
Désoxycholate de sodium.........ccceevevvreveennnen..l0,5 g
Chlorure de SOdium........cceecveriecienieiieriecie e e e 5g
Citrate de SOdiUM........ccueeieriieieiieiee e e e 2g
AQAT AZAT c..eiiiiiiiiee e e e 12al5g
Rouge neutre........oocveeveieiiencieniieie e 0,03 g
Eau distillée ......c.cooveiniiniinec e 1000 ml

4.2 Préparation

La préparation est extemporanée. Préparer la quantité
nécessaire ne pas stériliser a l'autoclave.

Faire dissoudre les composants ou le milieu
complet déshydraté dans I'eau en portant a ébullition.
Refroidir le milieu en le maintenant dans un bain d'eau a
45 +£0,5°C.

Eviter de surchauffer le milieu : un chauffage prolongé
ou des chauffages répétés diminuent son pouvoir sélectif
et nuisent a la spécificité de I'épreuve.

4.3 Mode opératoire

Transférer en double 1 ml de lait et 1 ml d'une
dilution au 1/10 (2.3) dans les boites de Pétri stériles de
90 ou 100 mm de diamétre.

Couler 12 ml de gélose au désoxycholate et mélanger
linoculum avec le milieu. Laisser solidifier en posant les
boites sur une surface fraiche et horizontale. Lorsque le
milieu est solidifié, couler environ 4 ml de milieu non
ensemencé. Laisser solidifier a nouveau.

4.3.1 Coliformes a 30° C

Placer les boites de Pétri retournées dans une étuve a
30°C =£1°C pendant 24 heures + 2 h.

4.3.2 Coliformes fécaux

Placer les boites de Pétri retournées dans une étuve a
44° C £ 1° C pendant 24 heures + 2 h.

4.4 Expression des résultats

4.4.1 Sélection des boites

Retenir pour comptage, les boites de Pétri contenant
moins de 150 colonies caractéristiques rouge foncé d’un
diamétre d’au moins 0,5 mm.

4.4.2 Mode de calcul

Donner le résultat des coliformes par millilitre de lait
apres avoir effectué la moyenne arithmétique des colonies
comptées sur boites ensemencées par le méme volume de
I'échantillon. Le résultat peut étre obtenu également a
partir de la moyenne arithmétique entre les valeurs
obtenues par l'examen de 1 ml de lait et dilution décimale,
sauf lorsque le rapport de la valeur la plus faible est
supérieur a 2; dans ce cas, retenir comme résultat la valeur
la plus faible.

Si les valeurs sont obtenues depuis une dilution
décimale, multiplier par l'inverse du facteur de dilution.

Le résultat peut étre exprimé par un nombre compris
entre 1 et 9,9 multipli¢ par10x «x» étant la puissance de
10 appropriée.

5. Dénombrement de staphylococcus

Utiliser la gélose BAIRD PARKER.
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