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metre cube. A la fin de I'expérience,la ,~eneur bactérienne moyenne,
déterminée par culture sur plaques; du .lait., lors de la livraison au
dépdt, était inférieure a 6.800 unités ,par centimetre cube. Pour
neuf échantillons sur douze, il ne fut pas possible de déterminer Ila
présence du B. Coli dans 1 cm", et les terieurs moyennes a ce sujet
furent inférieures a celles de la fourniture & la Société de 'lait
« Grade A. Tuberculin Tested» (catégorie A, de vachea. tuberc~li-
nées) du méme mois. Tenant compte des faits déja exposés, les résul-
tats les plus significatifs furent, peut-étre, ceux obtenus apres la
pasteurisation. Avant l'expérience, la teneur bactérienne moyenne,
apres la pasteurisation de laboratoire des fournitures des douze
fermiers, était de 27.000 unités par centimétre cube. A la fin de la
période d'expérience, on obtint des plaques nettes apres la pasteuri-
sationpour les fournitures de six fermiers. La teneur bactérienne
moyenne pour les dou'z'e participants ne fut que de 2R organismes
p~r centimetre cube, tandis que la plus élevée, qui ne fut constatée
que dans un seul cas, fut de 100 unités par centimetre cube.
(A suivre.)

EMPLOI DE. LA TEINTURE DE GAIAC
DANS LE CONTROLE DE LA PASTEURISATION

par B. LEIBOVITCH
Ingénieur Chimiste (A. 1.G.). Dipldmé de Microbiologie. Chef du Laboratoire
dela Laiterie Saint-Hubert, = Nancy.

En 1820, PLANCHEbbserve pour la premiere fois la coloration
bleue du lait cru en y ajoutant quelques gouttes cie teinture de
gaiac (BARTHEL)mais c'est seulement en 1881 que ARNOLDse sert
de ce réactif pour différencier un lait cru d'un lait pasteurisé. Cette
léaction d'Arnold, comme beaucoup da.utr es (Dupouy, Storch,
Rothenfusser), est basée sur la destruction par la chaleur de la pero-
xydase se trouvant dans le lait cru. L'utilisation de ces réactions
dans le, contréle de la pasteurisation présente un certain nombre
d'avantages : elles sont généralement d'un emploi facile et nous
indiquent en quelques minutes si nous nous trouvons en présence
d'un lait cru ou d'un lait pasteurisé. Cette rapidité d'appréciation
permet déca.rter 'de la consommation tout la.it ne correspondant
pas aux conditions prescrites.

Malheureusement., ces contréles biochimiques et physico-
chimiques ne sont pas suffisarnrnenf sensibles: une addition de 3 a
5% de lait cru au lait pasteurisé, ne.peut pas étre décelée avec cer-
iitude. La réaction de Schern-Gorli,étudiée et modifiée' par TAPER-
NOUXJ[IJ, PIEN et BAISSE[2J ét PHILIPPE[3J, resternérne iqsensible
A4 toute addition de lait cru écrémé au lait pasteurisé; cette réaction
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étant basée sur le changement des propriétés physico-chirniques
des globules gras du lait sous J'action de-la chaleur. Or, de telles
additions compromettent fatalement la qualité du lait pasteurisé.
Un autre 'point faible du contréle biochimique: il ne décéle pas les
contaminations  microbiennes provenant d'un manque d'hygiéne
dans le travail. La généralisation de méthodes biochimiques de'
contrdle a l'exclusion des méthodes bactériologiques pourrait
méme présenter un danger pour l'avenir de l'industrie laitiére.
'M. GUITTGNNEAU [4] a cru utile d'attirer I'attention sur cette ques~
tion en demandant « q"Uealans tous les cas ou s'imposent des considé-
rations d'ordre bactériologiques, on,n'hésitat pas a faire appel aux
vraies techniques bactériologiques qui conduisent a des résultats
infiniment plus clairs et infiniment plus sOrs que tous ces contrbles
indirects, dont on a tant abusé, et qui, trop souvent, n'ont fait que
paralyser les progres techniques .réels en créant des atmosphéres
de fausse sécurité il.

Il est indiscutable que seules .les techniques bactériologiques
‘conviennent pour étudier et contrdler le fonctionnement de I'en-
semble d'une installation de pasteurisation. Encore faut-il tenir
compte des'faits suivants :-le contréle bactériologique est trop' long ;
il se limite généralement & la recherche des microbes saprophytes
et du colibacille; ‘il ne recherche pas les vrais germes pathogénes et il
ne peut donner aucune indication ‘sur le traitement thermique subi
par le lait; C'est pourquoi, dan.s le contrble de tous les fours, une
II}éthode permettant de s'assurer rapidement et avec certitude que le

. lait a réellement subi un traitement thermique suffisant pour la
destruction de tous les germes pathogenes, serait d'une grande
utilité. Il faut donc faire appel a ces méthodes biochimiques et
surtout augmenter leur sensibilité.

L'exemple d'un contrdle biochimique parfait nous est donné par
KAy et craHam [5]'. Ces Auteurs ont réussi, par la recherche de la
phosphatase, a déceler une addition de 0,25 % de lait cru au- lait
pasteurisé a 63° pendant 30'. Nous avons Vvérifié cette méthode ;
elle donne 'de bons résultats pour la pasteurisat.ion basse, mais pour
la pasteurisation haute sa sensibiUté est' nettement atténuée.

Il nous semble que la grande sensibilité de la réaction de kavy et
GRAHAM dans la pasteurisation basse, a'explique par le fait que la
température et la durée de chauffage de la pasteurisation basse cor-
respondent précisément aux minima de conditions nécessaires pour
la destruction de la phosphatase ; la réaction devient moins sensible
quand on dépasse ces conditions. -

Nous avons pensé qu'il existait des conditions analogues pour la
destruction de la peroxydase dans la pasteurisation haute et aug.
menter ainsi la sensiblité des méthodes basées sur sa recherche.



DANS LE CONTROIE  DE A PASTEURISATION 465

La présente étude a pour objet de déterminer:

a) Les conditions précises de. traitement thermique du lait
pour lesquelles les réactions basées sur la recherche de la p~roxy-
dase deviennent sensibles & une addition de 1% de lait cru.

b) Et en particulier les conditions d'utilisation de la teinture,
de garac.dans le'contréle du lait ainsi traité. .

Cette étude comprend trois parties:

1. Détermination "dutraitement thermique subi par le lait dans
une pasteurisation haute.

2. Analyse bactériologique de laits pasteurisés a des tempéra-
tures de 750 a 81°.

3. Etude de la teinture de galac; sa préparation et son emploi
dans le contrbéle de la pasteurisation.' -

1. DETERMINATION DU TRAITEMENT  THERMIQUE
SUBI PAR LE LAIT DANS LA PASTEURISATION HAUTE.

.On ne trouve que rarement des précisions sur le traitement ther-
mique du lait dans la pasteurisation haute. On admet généralement
que le lait est porté a haute température, (80°-90°) pendant quelques
secondes. En réalité, il s'agit souvent de nombreuses secondes.
ORLA-JENSENet WINTER [6] constatent que ce point est «resté
constamment un peu obscur »et ils rappellent, & propos, «que dans
les anciens appareils de pasteurisation, la durée de chauffage était
souvent de quelques minutes». On congoit facilement la différence
entre un chauffage de quelques secondes et un chauffage de quelques
minutes a la méme température. On pourrait faire une remarque
analogue, sur la température’ de pasteurisation : cette température
n'‘est nullement constante, pendant la' durée du chauffage, elle varie

avec le temps. Le seul moyen , GRAPHIfluE |
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au chambrage du lait. Les températures ont été obtenues avec des
thermomeétres contr6lés, installés aux principaux points du trajet
suivi par le lait. Nous avons calculé les temps en tenant compte du
débit.et du volume de différentes parties de l'appareil s~ trouvant
entre deux t.hermometa-es. En faisant varier la température de pas-
teurisation, on obtient une famille de courbes qui sont, dans leurs
parties les plus importantes, pratiguement paralléles (voir graphi-
que 1). Quand nous. parlerons, au cours de cet article, d'un chauf-
fage' a \78°, le traitement thermique sera défini par la courbe dont
le maximum passe par. 78°. Ces courbe's sont caractéristiques pour
cha.que type de pastcurisa.t.eur .

2. ANALYSEBACTERIOLOGIQUE DE LAITS PASTEURISES
A DES TEMPERATURES DE.750 a 8lo.

Nous avons procédé a cing essais de pasteurisation a des tempé:
ratures variant de 75° a 81°. Pour des raisons d'exploitation, nous
n'avons pas eu la possibilité d'utiliser un seul mélange de lait pour les
différentes pasteurisations d'un essai. Seuls, les laits pasteurisés a
77°, 78°%t 79° proviennent d'un méme mélange de lait cru. Ce'lait
cru fut 'analysé et les résultats sont donnés dans le 'tableau 1.

Le pasteurisateur a été stérilisé avant le tru.vail, en faisant
.circuler en circuit fermé, pendant 30 minutes, de l'eau formolée et
chauffée a 75C?

POlir ne pas 'contaminer l'appareil, nous commencions par la
Pasteur,isation a 81° pour descendre gradUellement a '75°.

TABLEAU 1.
Température de pasteurisation

81° C. 80° 79° 7.80 77° 760 75° Lait cru

1 E (1) 1540 4.200 6.200 63.600 71.600 117.500 16.400.000
2 E E 3.700 6.100 46.000 111.000 114.800 13.600.000
3 300 800 4.100 5.100 36.500 69.200 176.000 9.,200.000
4 E 1.440 13.100 23.200 87.000 98.000 192.000 12.300.000
5 200 \ 500 800 4.200 54.400 83.200 121.000 10.400.000

Moyennes des résultats de 5 expériences

250 1.07015:180 18.~60157.500186.600114:4.260112.380.000

(1) Toutes les boites de Petri ensemencées ont été envahies PN'l' des colonies de
bacilles thermorésistants empéchant le développement des autres colonies. On peut
limiter de tels envahissements en réduisant la température de l'étuve a 25°-30°. Mais
nous n‘avons pas voulu nous écarter de nos méthodes de travail habituelles, les résul-
tats de la présente  étude devant nous servir 'd'éléments de comparaison dans notre .
. travailfutur'de cont.réle.
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Tous les laits ont été analysés; le nombre de microbes au centi-
meétre cube a été déterminé en ensemencant des boftes de Petri et
en comptant les colonies aprés 48 heures d'étuve a 37°..Les ense- .
men cements ont été effectués avec le milieu de culture d'Orla-Jensen
sur gélose. Nous avons. recherché également le colibacille -dans
0,01,0,1, 1,2 et 5 cméde lait. Tous les milieux de culture qui ont
servi a 'ces analyses 'furent prépares en une geule .fois. Dans tous les
laits crus, le colibacille a été présent dans cm" 01. Dans tous les
laits pasteurisés le colibacille était absent dans 5 cm". Les nombres
de microbes trouvés au centimetre cube sont donnés dans le tableau 1.

En tracant la courbe des GRAPHIIUE 11
moyennes des résultats de. CiNQ  tombre de Hicroses
expériences, on se rend compte "™
de l'allure de ce phénoméne (voir
graphique 2). Il est bien ent,endu \
que cette courbe ne peut expri- \
mer graphiquement toute la vérité
du phénomeéne, mais en donne 100000 \
seulement une idée. Ayant fait \
cette réserve, on constate que la
température de 78° est critique \
pour la presque totalité des ger- \
mes se trouvant dans le lait cru.
Nous verrons que cette tempéra-
ture est également ‘critique pour
la .peroxydase. du .lait. C'est cette r
température qui a été choisie pour r
notre pasteurisation. Les tempé- \
ratures de 76° et 77° correspon- 0 =<,
draient mieux a ce que GORINI T S e S
[7, 8] appelle avec raison'la~ pas-
teurisation rationnelle» du lait. Le rapport entre les germes ther-
morésistants  acidifiants et les thermorésistants  sporogénes serait
dans ce cas plus rationneL Mais l'accroissement du nombt.e de
microbes resta:r;t dans le.la.it est trop important pour ces tempéra-
tures.

50000

3~ ETUDE DE LA TEINTURE DEGAIAC: SA PREPARATION

ET SON EMPLOI DANS LE CONTROLE DE LA PASTEU-
RISATION. '

La teinture de gaiac du commerce est généralemént inactive et
ne donne aucune réaction avec le lait cru.N ous nous sommes servis
pour nos premiéres études d'une teinture de gaiac active, provenant
d'un laboratoire spécialisé en Allemagne .. Une teinture. préparée,
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d'aprées BARTHEL[9J, avec du bois de gaiac rapé et de l'acétone était
inactive. M. le Professeur A. TAPERNOUXnous a conseillé dessayer'
la résine de gaiac. CALMETTE,NEGRE et BOQUET [IO] indiquent,
-égalernent une formule de préparation a base de résine de gaiac.
La résine de gaiac ne nous a pas.donné de meilleurs résultats. C'est
,en multipliant les essais que 'mous avons ajouté un peu de gaiacol
-cristallisé dans la. teinture préparée avec de la résine de gaiac et
.alors elle est devenue immédiatement  active. La teinture préparée
.avec du bois de gaiac devient également active, par I'addition d'un
peu de garacol.

La teinture ainsi préparée est restée pour nous [lI] le réactif
,d"....L\.rnoldMais nous trouvons chez VANDENBURG[12] qu'un réactif.
portant le nom de Schern et Schellhase est « constitue par de la
-résine de gaiac et du gaiacol ». MASEJ{[13J parle, lui aussi, de la
réaction de SCHERNet SCHELLHASEt on peut déduire de la bi,bli.o-
graphie indiquée que ces Auteurs ont publié leurs travaux en 1911.
Nous n'avons pas pu, ma.lheurousoment., nous procurer les travaux
de SCHERNet,BcHELLHASE.

Parla suite, nous avons réussi ft préparer une teinture de gaiac
active,uniqguement avecde la résine de gaiac; on a plus de chance
de réussir en choisissant parmi les gros mOFceaux de résine de garac.
Cette teinture est peu ser:sible.

Préparation d'une teinture de' gaiac active
et son mode d‘emploi.

On dissout un gramme de résine de gaiac dans 100 cm? d'acétone,
-on filtre et on ajoute O gr. 5, 1 on 3 grammes de gaiacol oristallisé,
suivant que l'on désire une teinture peu ou fortement sensible.
Pour pratiquer I'essai, on verse dans un tube de 15 mm. de dia-
metre, 10 cm" de lait et une goutte (0 cm" 05) d'ea.u oxygénée 'a 3
volumes, on mélange et on ajoute 1 cm" de teinture de gaiac . On
secoue le tube pour obtenir un mélange de la teinture aVE;cla partie
supérieure du lait. La réaction est posit.i ve quand la partie supérieure
du lait (environ 1 cm. en profondeur) s'est colorée en bleu; on note
le temps. Lorsque la réaction ne se produit pas en 30 minutes; elle
est considérée comme négative.
Pour obtenir' Une réaction- positive, il faut, semble-t-il, que les
4 facteurs suivants soient réunis:
1. Un peroxyde (H202).
2. La résine de gaiac.
3: Le gaiacol et
4. ,La, peroxydase.

Dans certains cas la résine de gaiac seule donne des teintures
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actives parce quelle contient un peu de gaiacol; ces teintures sont
peu sensibles parce qu'elles contiennent trop peu de gaiacol. .'

Certaines teintures de gaiac sont actives s~ns addition d'eau
oxygénée, elles contiennent, daprés INIKHOV [14], des peroxydes
formés sous l'action de la lumiére.

*
* *

Pour déterminer la formule de préparation d'une teinture de
garac active et adaptée au contrdle des laits pasteurisés/a 78°, nous
avons été amené a étudier' l'influence de chacun 'des facteurs indi-
gués précédemment.

1. Role de' I'eau’ oxygénée.

LI rr'est pas indifférent demployer une faible ou une forte quan-
tité d'eau oxygénée: des essais résumés dans le tableau -2 il résulte
que la meilleure dose c'est 0 cm" 025 d'eau oxygénée a 3 volumes .
Mais les solutions d'eau oxygénée étant peu stables, leur force dirni-
nuant avec le temps, nous avons préféré adopter la dose de 0 cm" 05

(une goutte). Ceci nous' permet de renouveler .lI'eau oxygénée tous
les 15 jours seulement.

TABLEAU 2.
Quantité de H:02

Nature du lait a 3 volumes' ajouté Durée de la réaction Observations
(centimeétres cubes)

Lait pasteurisé a 78°

contenant 1% de lait 0,25 + aprés.L6 ' bleu pale
cru. 0,10 + apres  4'45" bleu foncé
, ' 0,05 + apres 315" bleu foncé
0,025 + apres 230" bleu foncé
0..005 + apres 315" bleu foncé
0,0025 + apres 12~ bleu pale

2. Role de la résine de gaiac.

Nous avons préparé des teintures a concentrations en résine de
gaiac variables. Les essais sont résumés dans le tableau 3.

Une forte dose de résine de gaiac a une action inhibante sur la
réaction, tandis que les faibles doses provoquent des réactions plus
rapides, mais aussi peu stables, la coloration bleue disparaissant
rapidement. Nous avons adopté ia dose de 1% de résine de gaiac,
produisant des colorations bleues foncées, rapides et stables.

Les teintures contenant moins de 1% de résine de'gaiac donnent
avec le lait cru des colorations bleues se transformant rapidement
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TABLEAU 3.
Lait pasteurisé’ a 78°
contenant:
Composition  de la teinture de gaiac Lait cru
1% de lait cru 5%de  lait
cru
Gaiacol 3%, résine de gaiac 6% . ... -
Gaiacol 3%, résine de gaiac 3% + apres 11’
Gaiacol 3%, résine de gaiac 1% ... ... -+ aprés 35" bleu bleu’
Galacol 3%, résine de gaiac 0,5 % + aprés 2'15"  bleu bleu-e-rose
Garacol 3%, résine de gaiac 0,25 % + apres 2 bleu bleu-+r6se
Gaiacol 3%, résine de gaiac 0,12 % .. + aprés 115" bleu bleu-e-rose
Gaiaco! 3%, résine de gaiac 0,06 % .. rose-e-sa.umon
Gaiacol 3%, résinede gaiac 0,03 %\_ ...... bleu-e-rose  rose-e-saumon
Gaiacol 3%, résine de gaiac 0,008 % .. bleu-e-rose  rose-e-saumon
Garacol 3%, résine de gaiac 0,004 % ......... rose rose-e-sa.umon
2aiacol 3%, résine degaiac 0,0 % ... . ... rose rose-+satimon

eh rose. Les teintures contenant moins de 0,12 % de résine de gaiac
donnent avec le lait cru des colorations rose-saumon: nous retrouvons
ici la classique réaction de Dupouy.

3. Réle du gaiacol.

Le gaiacol est le plus sOr facteur pour régler la sensibilité de la
teinture de gaiac.

Ceci ressort du tableau 4. Nous avons adopté la dose de.S gram-
mes de garacol. Cette 'teinture de gaiac nO1;lspermet de distinguer |,
avec la plus grande certitude un lait qui a été chauffé a 78°. Une
addition de 1% de lait cru est facilement décelée en se 'donnant
comme regle d'écarter tout lait ayant .réagi dans les 5 minutes.
Normalement” le lait pasteurisé a 7f~0 donne uneréaction positive en
10 a 20 minutes. Cette variation dépend principalement de I'exac-
titude de la lecture de la température de pasteurisation. Si laipas-
teurisation s'effectue a 77°3/4 au lieu .de 78° la réaction devient
positive en 7-8 rninutesau lieu de 15'a 20 minutes.

4', Role de la peroxydase,

Nous savons que la peroxydase décompose l'eau oxygénée et que
I'oxygéne naissant formé -oxyde certains éléments se trouvant
dans la teinture de gaiac, en produisant des corps colorés: Il est trés
important de-connaitre les conditions exactes de la destruction de la
peroxydase par la chaleur. inikHov — [14], résumant les travaux de
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‘“TABLEAU, 4.

Teinture

contenant:

DE LA PASTEURISATIO;N

% gr de gaiacol lgr de gaiacol

, + apres 10" +
+ apres 20"
+ aprés 4 +
+ aprés 22'
+aprés 7

+ aprés 8

471
100 cm™ d'acétone, 1gr.
de résine dega.jac et

3gL de galacol
apres 10"+ apres 10
apres 20" + apres 20
apres 3'30" + aprés 1'30°

+ aprés 17'

apr-ésLa + apres 2
apres' 8' + aprés 120
aprés 2'30" + apres 2C
+ aprés 3'15
apres 8 + apres I'50"
+ apres 3 + aprés .35

+ aprées 6
+ apres 3'40

+ apres I

+ apres 10'

+ aprées 4
+ aprés 1'45

+ aprés 10
+ apres  3'15

chauffage suffisantes pour détruire la peroxydase

Ces résultats ne concordent pas avec les nétres.

700
150'

710
60’

72°
30

73°
13’

74°
e

750 76°
2' it

77°
30"

78°
15"

790

et de durée. de

800

6" o

Qomme on le

voit dans le tableau 4, leslaits chauffés a 770 et 780 pendant plus

Nous déduisons de
cette comparaison que notre réactif est plus sensible." Mais il est

d'une minute,

permis de se demander
méme quand
'notre réactif. Nous ne le croyons p~s

. détruite,

affirmer,

le

si toute

réagissent encore positivement.

la peroxydase a été réellement
lait donne une réaction négative avec

: La seule chose que l'on peut

c'est que la concentration en peroxydase est trop faible

pour réagir positivement.

Pour le démontrer,

il suffit d'analyser
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les données de la ~e colonne du' tableau 4. On constate que le lait
chauffé a 79° et le lait chauffé a 85° pendant 5 minutes donnent
tous les deux des réactions négatives, mais une addition dans ces
laits de 5% de lait cru, provoque des réactions positives respecti-
vement en 35 secondes et 10, minutes. Cette expérience prouve que
le lait pasteurisé a 79°, tout en donnant une réaction: négative,
contient encore une certaine quantité de peroxydase.

De tels laits réagissent positivement avec la teinture de gaiac,
quand ils' contiennent 1% de lait cru. ' .

Pour les mémes ‘'raisons, les laits chauffés avec notre pasteurisa-
teur. a 78°, 79° et 80°, donnent une ,réaction négative et additionnés
de 1% de -lait cru ils donnent une réaction posinive. D'autre part,
comme nous l'avons montré, ces températures de chauffage sont
suffisantes pourune bonne pasteurisation dulait.

Dans ces conditdons, le contrdle biochimique (teinture de gaiac)'
pratiqué journellement sur tous leRlaits pasteurisés, complété, par
des analyses bactériologiques  périodiques (tous les 2-3 jours)
garantit la production d'un vrai lait hygiénique.
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CONSIDERATIONS SUR LE LAIT CAILLE BULGARE
DE BREBIS (1)

(Kisselo Mleko ou Kvasseno Mleko)
par le DI'l. KVATCHKOFF

Nous nous proposons d'étudier dans ce travail le véritable lait
aigre (kvasseno mleko) qu'on prépare exclusivement avec, du lait
de brebis. Le mot «yougourth » dont on se sert dans la littérature

(1) Revue d'Hygiene et de Médecine préventive, t, LVIII, n. 6, juin 1936:



