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Résumé - Les caractéristiques de la technique microrespirométrique a pression et volume va-
riables (sensibilité et possibilit¢ d'automatisation) ont permis d'envisager son utilisation pour I'évalua-
tion de la qualité bactériologique du lait cru. La premiére partie du travail a consisté a établir les
conditions de mesure permettant I'estimation de la consommation d'oxygéne par les bactéries pré-
sentes dans le lait cru. En effet, lors d'une incubation d'un échantillon a 30 oC, la consommation ini-
tiale du lait est due essentiellement a lactivité respiratoire des cellules somatiques; au cours du
temps, cette activité décroit pour devenir négligeable par rapport A celle des bactéries en phase de
croissance exponentielle. Pour un volume de 100 llI, ces conditions de mesure sont atteintes, pour
la plupart des échantillons, aprés une incubation de 4 h a 30 oC. Il s'est alors avéré qu'il existait une
relation linéaire entre les valeurs logarithmiques des consommations d'oxygene (02(1)) et des
nombres d'UFC/ml mesurés simultanément aprés une incubation de 4 h minimum a 30 oC. Le coeffi-
cient de corrélation obtenu sur 43 échantillons de lait cru, couvrant une gamme de concentration de
5 x 104 a5 x 107 UFC/ml, était de 0,958 et I'écart type résiduel de 0,225 logl0 UFC/ml. Ces résultats
ont permis d'envisager une prédiction de la consommation bactérienne initiale (02(10))3 partir des
valeurs mesurées en phase exponentielle. Ainsi, dans la deuxiéme partie de ce travail, 94 échan-
tillons de lait couvrant une gamme de concentration de 6 x 103 a 107 UFC/ml ont été analysés en
double par la technique de référence et par la microrespirométrie.  Le coefficient de corrélation obte-
nu entre les valeurs logarithmiques des consommations d'oxygene bactériennes initiales prédites
(02(10)) et des nombres d'UFC/ml était de 0,973 et I'écart type de O,177logyg UFC/ml.

lait cru / dénombrement microbien / microrespirométrie / consommation d'oxygéne /justesse

Summary - Estimation of the bacteriological quallty of raw milk by microrespirometry. A new
microrespirometer, based upon the measurement of consumed oxygen at variable pressure and vol-
ume, was used to assess the bacteriological quality of raw milk. In the first part of this work, the
measurement conditions allowing the estimation of oxygen consumption by bacteria present in raw
milk, were developed. During incubation at 30 oC, the initial 02 consumption of a milk sample is es-
sentially due to the activity of soma tic cells; this activity decreases and becomes insignificant com-

« Adresse actuelle: INRA, station de recherches en technologie et analyses laitieres, BP 89, 39800
Poligny, France.
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pared ta the bacterial activity during the exponential growth phase. With a test sample volume of 100
JLI,the measuring conditions are fulfilled for the most part of samples after an incubation period of 4 h
at 30 oC. ft has been demonstrated that there is @ linear relationship between the log10 number of bac-
teria and the logl0 amount of oxygen consumed (02(1) measured simuttaneously after @ 4 h incubation

period. The coefficient of correlation obtained on 43 raw milk samples, ranging from 5 x 1(J4 ta 5 x 107

CFUImlI was 0.958, with @ residual standard deviation of 0.22510g79 CFUImI. These results allow us to

establish a method of predicting the bacterial initial 02 consumption

(°2(101from the. values obtained

during the exponential phase. Therefore, in the second part of this work, 94 samples ranging from 6 x
1)3 to 107 CFU/ml were analysed in duplicate by the reference method and by microrespirometry.  The
correlation coefficient obtained between the log1l0 number of bacteria and the logl0 predicted initial ox-
ygen consumption (02(10) was 0.973 with a residual standard deviation of 0.17710g1g CFU/ml.

raw milk / mlcrorespirometry / oxygen consumption / colony counts / accuracy

INTRODUCTION

Les méthodes normalisées de numération
de la flore totale du lait cru sont basées
sur le dénombrement des colonies for-
mées dans un milieu nutritif gélosé non sé-
lectif et présentent un délai de réponse de
72 h, incompatible avec les besoins de I'in-
dustrie laitiere. Au cours des dernieres an-
nées, les exigences de rapidité et/ou de
réduction de codt au sein des entreprises,
ont entrainé le développement de nom-
breuses techniques indirectes basées sur
la mesure d'un signal significatif d'un cer-
tain niveau et de l'activité des micro-
organismes dans le lait.

Apres lintroduction de la réfrigération
du lait a la ferme, les tests de réduction
des colorants (bleu de méthyléne, résazu-
rine) ont été abandonnés car ils ne pré-
sentaient plus qu'une faible corrélation
avec les techniques de référence (Luck,
1972) notamment en raison du rdle tres
important de la nature de la flore micro-
bienne sur la chute du potentiel redox du
lait. Une mesure de consommation d'oxy-
géne est alors apparue comme une voie
intéressante étant donné que toutes les
bactéries aérobies utilisent l'oxygene
comme accepteur final des électrons dans
la chaine respiratoire. Les premiers tests
réalisés consistaient en la mesure d'une

diminution du taux d'02 dissous dans
I'échantillon & l'aide d'électrodes spécifi-
ques. Cependant, ils n'ont pas abouti aux
résultats escomptés, méme aprés standar-
disation de la méthode par saturation des
échantillons en oxygeéne, car celle-ci ne
prend pas en compte le flux d'02 qui est
en fait le seul paramétre directement lié a
laugmentation de la population bacté-
rienne (Pickering et Jayne-Williams, 1963;
Stadhouders, 1965; Hadland, 1966; Luck
et al, 1968 et 1970a).

L'UA 689 du CNRS a mis au point un
microrespiromeétre a pression et volume
variables ou manovolumétrique (Verdier,
1983) qui permet de suivre la dynamique
des gaz propre a de faibles quantités de
substrats biologiques, comme par exemple
des consommations d'oxygene par respira-
tion ou des productions de CO2 par fer-
mentation. Le fondement de toute techni-
gue gazométrique est la loi d'Etat des gaz:
NRT = P-V, mais le principe original du mi-
crorespirometre manovolumétrique repose
sur I'exploitation de l'intégrité de la forme
différentielle de cette loi : dRNT = PodV +
VodP. La dépendance des paramétres
d'état, pression et volume, permet d'asso-
cier la simplicité d'utilisation des systemes
a pression constante (type Warburg) a la
sensibilité élevée des systemes a volume
constant (Cartesian divers). Les perfor-
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mances réalisées par cet appareil sur des
milieux biologiques variés, sa sensibilité,
ses possibilités d'automatisation et de tra-
vail en série nous ont permis d'envisager
son application pour l'estimation de la qua-
lité bactériologique du lait cru.

Dans la premiere partie de ce travail,
nous nous sommes proposés de définir,
sur un prototype de laboratoire, les condi-
tions expérimentales optimales pour cette
application et de vérifier la validité d'une
mesure de consommation d'oxygéne pour
estimer le niveau de pollution bactérienne
du lait. En effet, la cinétique de consom-
mation d'oxygene d'un échantillon de lait
au cours du temps peut étre décomposée
en deux phases: un plateau et une phase
de consommation exponentielle, tout a fait
caractéristique de celle d'une croissance
bactérienne.  Cependant, le plateau ne
peut étre totalement attribué a une phase
de latence de la flore microbienne du lait

pour deux raisons principales : d'une part,
sa durée n'est pas compatible avec les
temps de latence généralement mesurés a

une température de 30 oC (moins de 10
min pour les bactéries mésophiles et psy-
chrotrophes; Anonyme, 1980); d'autre part,
les cellules somatiques présentes en
guantitté non négligeable dans le lait, ont
une activité respiratoire qui varie selon
l'origine, la durée et les conditions de cons-
ervation des échantillons (Luck et al,
1970b). La premiere partie de l'étude a
donc consisté a déterminer la contribution
des cellules somatiques a cette activité
respiratoire initiale du lait, aprés avoir véri-
fié sur un lait stérile, I'absence de réactions
oxydatives  mesurables. Ensuite, nous
avons étudié la relation existant entre une
consommation d'oxygéne  mesurée au
cours de la phase de croissance exponen-
tielle et le niveau de la flore totale du lait
au méme instant. L'étroitesse de cette rela-
tion nous a permis d'envisager Iutilisation
de la consommation d'oxygene bacté-
rienne initiale, prédite A partir des valeurs

mesurées en phase de croissance expo-
nentielle, pour estimer le niveau de la flore
totale dans I'échantillon de lait non incubé.
Dans la seconde partie du travail, nous
avons établi la relation entre le niveau ini-
tiai de la flore totale du lait et la consom-
mation d'oxygéne bactérienne initiale pré-
dite. Nous nous sommes limités a I'étude
de la justesse en considérant que la fidéli-
té ne peut étre établie que sur une version
plus élaborée de l'appareil.

MATERIEL ET METHODES

Origine des échantillons

Cent trente-sept échantillons de lait cru, consti-
tués du mélange de 2 traites ont été prélevés en
tank de refroidissement. Parmi ces échantillons,
90 provenaient d'une ferme de la région de
Brunoy et 47 de différents producteurs de la ré-
gion de Poligny. Ces derniers échantillons
étaient envoyés le soir par la poste et conservés
a 0 "O dans de la glace pilée durant le transport.
Les échantillons étaient analysés des leur arri-
vée au laboratoire, ou placés a une température
comprise entre 5 et 10°C pendant 24 a 48 h
pour obtenir des niveaux de contamination plus
élevés.

A diverses reprises, deux échantillons de lait
riche en cellules somatiques ont été prélevés de
facon aseptique en tube stérile (10 ml), soit
dans un pot trayeur immédiatement apres la
traite, soit directement a la mamelle : lait 29 jet.
En effet, nous avons considéré qu'apres élimi-
nation du premier jet souvent trés chargé en
bactéries, le lait prélevé aseptiquement a la sor-
tie de la mamelle contenait moins de 5000
micro-organismes/ml (Richard et Auclair, 1967).
La cinétique de consommation d'oxygéne de
ces échantillons a été suivie environ 30 min
apreés la traite.

Mode d'agitation des échantillons

Avant chaque analyse, les échantillons ont été
soumis a une agitation standard, consistant en
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25 mouvements aller-retour, d'une amplitude
de 25-30 cm, effectués en 7 a 10 s (Anonyme,
1972).

Numeération bactérienne

Les échantillons ont été soumis au dénombre-
ment des bactéries aérobies mésophiles sur mi-
lieu Plate Count Agar (Difco) aprés 3 jours d'in-
cubation a 30 oC. Dans la premiére partie de
I'étude, nous avons utilisé la méthode classique
de dénombrement:  dilutions décimales et incor-
poration de linoculum dans la gélose selon la
norme provisoire FIL 100 (Anonyme, 1981).
Dans la seconde partie de I'étude, le lait a été
ensemencé a la surface de la gélose a l'aide de
I'ensemenceur  Spiral (Gilchrist et al, 1973),
apres dilution des échantillons dans une solu-
tion de bacto-peptone (Difco) a la concentration

de 0,1%. On admettra que le changement de
technigue d'ensemencement n'affecte pas les
conclusions de l'étude car il a été largement

montré que la méthode d'ensemencement en
surface donne des résultats similaires a la tech-
nique classique de dénombrement (Campbell et
Gilchrist, 1973; Gilchrist et al, 1973; Donnelly et
al, 1976; Jarvis et al, 1977; Peeler et al, 1977).

Pour chaque échantillon, les analyses ont
été effectuées en double afin d'obtenir une plus
grande précision sur les résultats de dénombre-
ment. Les résultats sont exprimés en unités for-
mant colonies par millilitre de lait (UFC/mI).

Mesure de la consommation d'oxygene

Description du microrespirometre

Le respirométre prototype utilisé est constitué
d'un caisson régulé en température au 1/100 de
degré et en pression a 0,2 mm deau, dans le-
quel peuvent étre immergées 16 unités respiro-
métriques. Une unité respirométrique (fig 1A) se
compose d'une chambre d'incubation (Ch) sur-
montée d'un tube capillaire calibré (M) de 0,2
mm de diamétre (d) et de 350 mm de longueur,
associé a un réservoir (R) permettant le dép6t
du liguide manovolumétrique. Un capteur de
COy (C), constitué dune pastille de fibre de
verre imprégnée d'une solution de potasse est

placé a la base du capillaire; cela permet daffir-
mer que toute diminution de la quantité gazeuse
correspond @ une consommation d'oxygéne, les
paramétres température et pression étant main-
tenus constants.

Utilisation du microrespirometre

L'échantillon de lait, préalablement agité, est
disposé au fond de l'unité respirométrique a rai-
A B C
R
n
c
7 /
7 /
7 /
|
T =30°C T = 30% T=300C
Fig 1. Représentation schématique d'une unité
microrespirométrique a pression et volume va-

riables (d'aprés Verdier, 1983): A - unité en at-
tente; B - unité chargée; C - mesure.

T = température; P = pression; V = volume; N =
nombre de moles; R = réservoir; M = capillaire;
d = diametre du capillaire; = capteur de CO02;
Ch = chambre respirométrique; La = longueur ini-
tiale d'équilibre de la colonne de liquide; Lt= lon-
gueur de la colonne de liquide a linstant (~; dt =
espace de temps écoulé entre 2 mesures; dl = al-
longement de la colonne de liquide entre 2 me-
sures.

Diagram of a microrespirometric  unit at variable
pressure and volume (according to Verdier,
1983): A - unit before loading; B -loaded unit; C
- measurement.

T = temperature;
number of moles; R = reservoir;, M = glass ca-
piffary tube; d = capif/fary tube diameter; C = CO2
fixator; Ch = respirometer cell; Le = initial length
of balance of the fluid column; LI = length of the
column at moment ct); dt = time elapsed between
2 measurements; dl = elongation of the fluid col-
umn between 2 measurements.

P = pressure; V = volume; N =
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son de 100 Il par chambre. Le dépbt de vo-
lumes plus importants aurait I'avantage d'aug-
menter la vitesse de réponse et la précision de
lecture, mais il nécessite une agitation magnéti-
que au sein de la chambre de facon & assurer
une diffusion optimale des gaz au travers de
I'échantillon de lait. Le prototype de laboratoire
utilisé pour notre étude ne pouvant assurer une
agitation adéquate, nous avons utilisé pour
toutes les expériences un volume de 100 Il par
chambre aprés avoir vérifié que I'équilibre ga-
zeux s'établissait trés rapidement au travers de
la faible épaisseur de liquide.

L'unité microrespirométrique est assemblée,
puis immergée, hormis le réservoir (R) dans le
bain thermostaté a 30 oC; cette température
choisie pour toutes les expériences, correspond
a celle utilisée pour la méthode de référence.

Lorsque I'équilibre thermique et hygrométri-
gue est atteint (environ 30 min aprés l'immer-
sion), le liguide manovolumétrique est déposé
dans le réservoir (fig 1B). Il pénétre par capillari-
té et gravité dans le capillaire. La colonne ainsi
formée atteint une longueur d'équilibre La qui
dépend du volume dair résiduel dans la
chambre d'incubation et des propriétés physi-
ques du liquide employé. La longueur La est me-
surée pour chaque unité respirométrique. Elle
permet de calculer leur sensibilité propre (auto-
calibration). Le respiromeétre est ensuite isolé de
I'extérieur et le systéme de régulation de pres-
sion est mis en service. Les imprécisions de ré-
gulation de pression et de température a l'ins-
tant t sont évaluées par la mesure des varia-
tions de la longueur de la colonne de liquide ~
de l'unité témoin supposée stabilisée.

Le principe de la microrespirométrie a pres-
sion et volume variables a déja été décrit par
Verdier (1983); toutefois nous pouvons rappeler
gue la mesure de "allongement de la colonne de
liquide (dl) (fig 1C), survenu pendant l'intervalle
de temps écoulé entre linstant t ett + dt permet
de calculer les variations simultanées de pres-
sion (dP ) et de volume (dVv) a l'intérieur de la
chambre selon les relations suivantes :

dv =- s-dl; dP =pdl
avec p = densité du liqguide manovolumétrique,
s = section du capillaire.

Reportées dans la forme différentielle de la
loi d'Etat des gaz parfaits : dNRT = P-dV +
V-dP, ces variations de pression et de volume

permettent de calculer les diminutions de la
guantité gazeuse et ainsi d'éval@r la consom-
mation d'oxygéne a linstant t : ,qy Elle s'ex-
prime en nanolitre d'oxygéne par microlitre de
lait et par heure (nVIlI/h) ramenée aux conditions
standard de température (273 K) et de pression
(10336 mm H,0). Dans les conditions expéri-
mentales de notre étude, un millimétre d'allon-
gement de la colonne de liquide équivaut a une
consommation de l'ordre de 10 ni d'oxygéne.

Les mesures d'allongement ont été faites vi-
suellement & des intervalles de temps variant
entre 3 et 10 min car adaptés a l'activité respira-
toire de chaque échantillon. L'analyse respiro-
métrique était stoppée lorsque la colonne de li-
quide manovolumétrique occupait toute la
lumiére du tube capillaire ou que le nhombre de
mesures effectuées en phase exponentielle de
consommation d'oxygéne était jugé suffisant.

Inhibiteurs de croissance bactérienne

Deux antibiotiques ont été utilisés simultané-
ment pour inhiber la croissance de la plupart
des espéces bactériennes du lait cru : la péni-
cilline G (100 Ul/ml de lait) et I'acide nalidixique
(40 mgll de lait).

Analyse statistique

La justesse des mesures de consommation
d'oxygéne a été calculée, conformément aux re-
commandations de la norme FIL 128 (Anonyme,
1985); avant les calculs statistiques, les
nombres d'UFC/mI ainsi que les consommations
d'02 ont subi une transformation logarithmique
pour tenter de normaliser les distributions.

La justesse représente I'étroitesse de l'ac-
cord entre la valeur vraie de la grandeur & me-
surer et le résultat moyen qui serait obtenu en
appliquant la technique expérimentale un grand
nombre de fois. Par convention, la valeur vraie
est donnée par le nombre UFC/ml obtenu par
les techniques classiques de dénombrement
(dans notre cas, moyenne de deux détermina-
tions).

Lajustesse dépend de deux notions: I'exac-
titude de calibrage et la précision d'estimation.
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Exactitude de calibrage

Conformément a la norme FIL, I'équation de ca-
librage (y = box + a) a été établie selon la mé-
thode des moindres carrés a partir des
moyennes des deux déterminations faites sur
chaque échantillon pour les deux technigues;
les logarithmes décimaux des nombres d'UFCI
ml sont considérés comme variable dépendante
et les logarithmes décimaux des consomma-
tions d'oxygéne comme variable indépendante,
pour donner une estimation de I'écart type rési-
duel dans l'unité de la méthode de référence.
Nous avons appliqué la norme FIL établie pour
les méthodes chimiques bien que certaines hy-
potheses ne soient pas vérifiées dans le cas
des techniques microbiologiques : en particulier,
le calcul du coefficient de régression et de
I'écart type résiduel suppose une erreur né-
gligeable dans la mesure des X et des y, ce qui
n'est pas le cas pour la plupart de ces mé-
thodes. Pour que la méthode soit exactement
calibrée, il faut que le coefficient de régression
b de I'équation ne soit pas statistiqguement diffé-
rent de 1,000.

Précision d'estimation

La précision d'estimation de la technique expéri-
mentale est donnée par les limites de l'intervalle
de confiance a lintérieur duquel se situe, avec
une probabilité de 95%, la vraie donnée par la
méthode de référence. Si le nombre d'UFC/mly
est calculé a partir de la droite de calibrage, ces
limites sont en valeurs logarithmiques, log y +
1,9S-syx 0U svx est I'écart-type résiduel des
écarts a la droite de régression. En données
non transformées, ces limites sont y/101.96s.
pour la limite inférieure et y x 10'-96'5", pour la li-
mite supérieure.

RESULTATS

Contribution des cellules somatiques a
I'activité respiratoire initiale du lait

La figure 2A présente un exemple de I'évo-
lution de l'activité respiratoire obtenue lors

d'une incubation a 30 oC d'un échantillon
de lait prélevé aseptiguement a la ma-
melle (2€ jet) et d'un échantillon prélevé

dans le pot trayeur immédiatement apres
la traite (lait pot trayeur).
Au début de lincubation, les échan-

tillons de lait présentent des activités res-
piratoires voisines qui évoluent ensuite dif-

féremment : celle du lait 2e jet décroit
légerement  puis se stabilise autour de
1 nlfli/h,  tandis que celle du lait pot

trayeur augmente de fagon exponentielle a
partir de la 2e heure d'incubation pour at-
teindre aprés 4 h, des niveaux d'activité 10
fois plus importants que celle du lait trait
aseptiquement.

La figure 28 présente les cinétigues de
consommation d'oxygéne de I'échantillon
de lait prélevé dans le pot trayeur obte-
nues avec ou sans addition de deux inhibi-
teurs de la croissance bactérienne. L'acti-
vité respiratoire du lait contenant les
inhibiteurs ~ est initialement  inférieure  a
celle du lait non traité; elle décroit ensuite
légerement pour se stabiliser autour de 1
ni/fllh aprés 1 a 2 h dincubation. Cette
évolution est paraligle a celle du lait de
traite aseptique 2e jet présentée sur la fi-
gure 2A; les consommations d'oxygéne de
ces 2 échantillons aux différents temps
d'incubation ne sont d'ailleurs pas signifi-
cativement différentes a P = 0,05 (test t
par paires; Dagnelie, 1970). -De méme, |l
n'existe pas de différence significative a
P = 0,05 entre les consommations d'oxy-
géne du lait 2e jet additonné ou non des
inhibiteurs.

Ces résultats confirment que l'activité
respiratoire somatique est non négligeable
pour des laits fraichement traits et qu'elle
participe en grande partie a la phase pla-
teau qui peut étre assimilée a un bruit de
fond.
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Mesure de la consommation d'oxygene
bactérienne

Si I'on soustrait point par point les valeurs
de consommation d'oxygéne du lait 2e jet
ou du lait récolté en pot trayeur additionné
des antibiotiques de celles mesurées sur
I'échantillon pot trayeur, on obtient deux
nouvelles courbes qui sont présentées sur
la figure 2C. Avec des coefficients de cor-
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rélation respectifs de 0,93 et 0,95, ces
courbes s'ajustent de fagon tres étroite a
une courbe de croissance exponentielle
d'équation:

avec N = nombre de bactéries au temps t ;
No: nombre de bactéries au temps fa; T =
temps de génération.

Fig 2. Contribution respective des cellules soma-
tiques et des bactéries & l'activité respiratoire du
lait : A - évolution de la consommation d'oxygene
mesurée sur 2 échantillons de lait analysés aussi-
tét aprés la traite; B - effet des inhibiteurs de
croissance bactérienne (Péniciline G et Acide na-
lidixique) sur l'activité respiratoire du lait prélevé
dans le pot trayeur; C - évolution de la consom-
mation d'oxygéne d'origine bactérienne estimée
pour [|'échantillon prélevé dans le pot trayeur.

(e) échantillon prélevé dans le pot trayeur; (&)
échantillon prélevé aseptiquement & la mamelle;
2e jet; (0) échantillon prélevé dans le pot trayeur
et additionné de péniciline G et d'acide nalidixi-
que; (Q) différence entre les valeurs de consom-
mation d'oxygéne de ['échantillon pot trayeur et
de I'échantillon 2e jet prélevé aseptiquement; (A)
différence entre les valeurs de consommation
d'oxygéne de I'échantillon pot trayeur et le méme
échantillon additionné des inhibiteurs .
Contribution of somatic cel/s and bacteria to the
respira tory activity: A - evolution of oxygen con-
sumption measured on 2 mi/k samples analysed
immediately after mi/king; B - effect of bacterial
growth inhibitors (penicillin and nalidixic acid) on
the respiratory activity of @ milk sample taken in a
mi/king pail; C - evolution of bacterial oxygen
consumption estimated on a mi/k sample taken in
a mi/king pail.

(e) sample taken from a milking pai/; (.d) milk
sample aseptically drawn from individual quarter;
second stream; (O) sample taken (rom @ milking
pai/ after the addition of penicilin Gand nalidixic
acid; (0) difference between oxygen consumption
values of the sample taken from a milking pail
and the second stream aseptically drawn sample;
(A) difference between the oxygen consumption
values of the sample taken from a mi/king pai/
and the same sample mixed with inhibitors.
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En revanche, cet ajustement est nette-
ment moins satisfaisant pour I'échantillon
pot trayeur (r = 0,90). Cependant, apres
4 h d'incubation environ, ces 3 courbes se
rejoignent et les consommations d'02 sui-
vent la méme croissance exponentielle;
ainsi, nous avons émis I'hypothése que
toute mesure effectuée pendant cette
phase de croissance peut étre attribuée a
l'activité respiratoire des différentes es-
péces bactériennes aérobies présentes.
En effet, celle-ci a alors atteint un niveau
suffisamment élevé pour rendre le bruit de
fond somatique comparativement né-
gligeable.

Relation entre la consommation d'oxy-
géne et le nombre de bactéries du lait
aprés une préincubation des échan-
tillons

La figure 3 présente la relation existant
entre les logarithmes décimaux de la con-

y = O,117X + ',053

Fig 3. Relation entre les consommations d'02 et
les nombres d'UFC/ml (en valeurs logarithmi-
gues) mesurés aprés 4 h d'incubation (30 oC)
des échantillons de lait cru.

Relationship between the oxygen consumption
and the number of CFUImI (in 10glO)determined
alter 4 h of incubation (30 0C) of raw milk
samples.

D Rongvaux-Gaida et al

sommation d'oxygéne et du nombre UFC/
ml, déterminés simultanément sur 43
échantillons incubés pendant 4 h minimum
a 30 oC.Tous prélevés dans une ferme de
la région de Brunoy, une partie de ces
échantillons fut préalablement conservée
a basse température pendant des durées
variables, de facon & couvrir une gamme
de concentration variant de 5 x 104 a 5 x
107 UFC/ml. L'équation de la droite de ré-
gression linéaire est la suivante :

avec un écart type résiduel (Sy,x) de 0,225
et un coefficient de corrélation linéaire (1)
de 0,958. Avec une erreur standard (sb) de
0,045, le coefficient de régression b =
0,967 + 0,088 n'est pas statistiquement dif-
férent de 1,000 a P = 0,95.

Prédiction de la consommation d'oxy-
géne bactérienne initiale

L'étude précédente a mis en évidence
I'étroitesse de la relation entre une mesure
de consommation d'oxygene et un nombre
de bactéries. Cependant, au temps zéro
de l'incubation (to), la mesure d'une con-
sommation d'oxygéne ne permet pas l'esti-
mation de l'activité respiratoire des bacté-
ries, compte tenu de l'importance du bruit
de fond somatique enregistré sur des laits
crus. L'expérience a montré qu'aprés un
temps d'incubation suffisant (environ 4 h
pour la majorité des échantillons), la con-
sommation d'oxygéne suit une courbe de
croissance exponentielle. Ainsi, il est pos-
sible de prédire l'activité respiratoire ini-
tiale au temps (fo) par extrapolation de la
droite obtenue lors de la représentation
semi-logarithmique des données (fig 4), et
de calculer le temps de doublement
moyen de la consommation d'02 a partir
de son coefficient de régression.
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Fig 4. Mode de prédiction de l'activité respiratoire
bactérienne initiale d'un échantillon de lait.
Method of prediction of the initial bacterial respi-
ratory activity of a milk sample.

Un programme de calcul a été établi sur
ordinateur, pour éviter le travail fastidieux
et peu précis d'une interprétation graphi-
gue. Par des régressions successives, |l
recherche la portion de courbe qui s'ajuste
avec le meilleur coefficient de corrélation a
une courbe de croissance exponentielle, et
ensuite, il calcule l'ordonnée a l'origine et
le coefficient de régression de la droite ob-
tenue en coordonnées  semi-loga-
rithmiques.

Relation entre la consommation d'oxy-
geéne bactérienne initiale prédite et le
nombre initial d'UFC/mlI

Précision d'estimation

La droite de régression présentée par la
figure 5 a été établie a partir des loga-
rithmes décimaux des moyennes de deux
déterminations réalisées pour chaque
échantillon : d'une part, le nombre initial
d'UFC/ml et d'autre part, la consommation

d'oxygene bactérienne initiale prédite.
L'équation de la droite calculée sur 94
échantillons couvrant des gammes de
concentration de 6 x 1034 107 UFC/ml est
la suivante :

l0g10(UFC/ml) = 1,028-'0910(02(10))
+5,938

avec un écart type résiduel (Sr) de 0,177
et un coefficient de corrélation linéaire (r)
de 0,973.

La précision d'estimation de la techni-
gue microrespirométrique est donc de *
0,177 x 1,96 = £ 0,346 logl0UFC/ml. Si le
nombre d'UFC/ml est estimé a partir de la
droite de régression, les limites de l'inter-
valle de confiance de y (a P = 0,95) sont
en données non transformées:

y/100,346 ety x 10°,346¢'est-a-dire,
y x 0,451 ety x 2,219

Exactitude de calibrage

Avec une erreur standard (sh) de 0,020, le
coefficient de régression b = 1,028 + 0,039
n'est pas statistiguement différent de
1,000. De plus, I'ordonnée a l'origine de la
droite de régression linéaire ne differe pas
significativement de celle obtenue pour les
données déterminées aprés une incuba-
tion des échantillons pendant 4 h (fig 3).

La technique étant correctement cali-
brée (pente de 1), l'ordonnée a l'origine
nous permet d'estimer de facon simple le
nombre initial d'UFC/mI (y ) a partir de la
consommation d'oxygéne initiale prédite
par extrapolation (x en nl/~1/h) :

log10Y = log10x + 5,958, d'ou,
y= XX 105958 = XX 9,08 x 105 UFC/ml
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Fig 5. Relation entre les consommations bactériennes d'oxygéne initiales prédites (Op10) et les
nombres réels d'UFC/ml (en valeurs logarithmiques) des échantillons de lait a cet instant.

Relationship between the predicted bacterial initial oxygen consumptions

(Oa0) and the actual num-

bers of CFUImI (in 10glO)in raw milk samples at that time.

Temps de doublement moyen de la
consommation d'oxygéene

Sur I'ensemble des échantillons analysés,
couvrant une période de l'année de janvier
ajuin, ce temps de doublement moyen est
de 60 min avec un écart type de 14 min.

DISCUSSION ET CONCLUSIONS

Cette étude nous a permis de valider ['utili-
sation des valeurs de consommations
d'oxygéne mesurées par microrespiromé-
trie pour évaluer la qualité bactériologique
du lait cru. Dans un premier temps, nous

avons mis en évidence la nécessité de
préincuber les échantillons avant toute
mesure, compte tenu du rble important
gue joue la respiration des cellules somati-
gues sur la valeur de consommation d'oxy-
géne initiale mesurée sur du lait cru. En
effet, les échantillons contenant des ni-
veaux trés faibles de micro-organismes ou
pour lesquels la croissance bactérienne
est bloquée par addition d'inhibiteurs, pré-
sentent une activité respiratoire non né-
gligeable qui décroit ensuite au cours de
lincubation a 30 oC, probablement en rai-
son de la diminution physiologiqgue de la
vitalité des cellules somatiques apres la
traite (Luck et al, 1970b). En revanche,
aprés quelques heures de préincubation a
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30 oC, la respiration bactérienne supplante
celle des cellules somatiques, en raison de
la croissance microbienne intense a cette
température. Grace a I'extrapolation a I'ori-
gine des valeurs mesurées en phase de
croissance exponentielle, nous pouvons
prédire la consommation d'02 d'origine
strictement bactérienne dans I'échantillon
de lait avant incubation. Avec cet ajuste-
ment, nous avons donc émis deux hypo-
théses : premiérement, I'absence de phase
de latence pour les micro-organismes, et
deuxiémement, I'existence d'une consom-
mation moyenne d'02 constante par cellule
bactérienne au cours de lincubation. On
peut penser que ces deux hypothéses sont
vérifiées car la droite de calibrage obtenue
entre les logarithmes du nombre initial de
micro-organismes et de la consommation
bactérienne initiale prédite ne differe pas
significativement de celle obtenue avec
des résultats mesurés aprées 4 h d'incuba-
tion; en effet, I'existence d'une phase de la-
tence ou de variations de consommation
d'02 par cellule auraient conduit a des or-
données a l'origine différentes. Enfin, il est
généralement admis que la phase de la-
tence de la plupart des espéces domi-
nantes du lait cru est trés courte a 30 oC.

Par ailleurs, la consommation d'oxy-
géne moyenne par cellule bactérienne ne
varie pas en fonction du niveau de conta-
mination des échantillons puisque la pente
de la droite de calibrage ne differe pas si-
gnificativement de 1,000. Ceci signifie en
outre que la nature de la flore a peu d'inci-
dence sur la respiration bactérienne car
elle varie en fonction du niveau de conta-
mination du lait. En effet, des échantillons
peu contaminés contiennent généralement
des microcoques et des streptocoques en
flore dominante, tandis que la proportion
de bactéries a Gram négatif devient trés
importante dans des laits pollués (Thomas
et al, 1962; Twomey et Crawley, 1968; Ri-
chard, 1983). Enfin, les Pseudomonas

constituent la flore dominante des laits
conservés longtemps a basse température
(Richard, 1981).

Contrairement aux consommations
d'oxygéne par UFC, les temps de double-
ment de cette consommation varient de
fagon assez importante d'un échantillon a
I'a tre, probablement en raison de la
gr nde variété de la flore. Malgré les modi-
fic tions probables de la nature de la flore
au cours de lincubation & 30 "O, nous
av ns assimilé css temps de doublement
a es temps de génération moyens de la
flo e présente. Ces temps de génération
caculés (60 £ 14 min) sont en moyenne
as ez proches de ceux trouvés dans la lit-
tér ture, bien que les résultats rapportés
pr viennent le plus souvent de tests réali-
sé sur des cultures pures de micro-
or anismes et/ou sur des milieux autres
qgu le lait cru et/ou sous des taux d'oxygé-
naion variables (Olsen et Jezeski, 1963;
Le et Collins, 1976; Langeveld et
C perus, 1980). Or les conditions de cul-
tur et la nature des flores en présence in-
flu ncent la vitesse de croissance
m yenne des micro-organismes. En effet,
le bactéries thermorésistantes ne se dé-
ve oppent pas ou trés peu dans le lait cru
en raison de la présence d'inhibiteurs natu-
rel (Thomas et al, 1950), tandis que la vi-
tesse de croissance des Pseudomonas du
groupe fluorescent est trés rapide et in-
fluencée par le taux d'oxygénation du mi-
lieu (Olsen et Jeseski, 1963). De plus,
I'existence d'interactions microbiennes et/
Oou un mauvais état physiologique de cer-
taines cellules présentes dans le lait peu-
vent affecter le temps de génération
moyen de laflore.

Contrairement aux résultats rapportés
pour les mesures d'oxygéne dissous
(Pickering et Jayne-Williams, 1963; Stad-
houders, 1965; Hadland, 1966; Luck et al,
1968 et 1970a), la précision d'estimation
calculée a partir des consommations d'oxy-
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géne estimées est trés satisfaisante (envi-
ron 0,350 logl0 UFC/ml). La différence
observée se situe au niveau du principe
méme de la technique utilisée pour mesu-
rer la consommation d'oxygéne au sein de
I'échantillon. La mesure de la chute du
taux d'oxygene dissous dans I'échantillon
de lait aprés une incubaton de 3 a 4
heures a l'aide d'une électrode spécifique,
ne tient pas compte de lincidence de deux
facteurs importants : d'une part, la contri-
bution des cellules somatiques (Luck et al,
1970b), et d'autre part, le temps de dou-
blement moyen de la consommation d'oxy-
géne par la flore bactérienne. Or, grace
aux expériences réalisées avec le micro-
respirometre, nous avons montré que ces
deux facteurs peuvent entrainer au bout
de 3 @ 4 heures d'incubation des consom-
mations totales d'oxygéne variables d'un
échantillon a l'autre, pour un méme niveau
initial de bactéries.

La justesse des consommations d'oxy-
géne du lait estimées par microrespiromé-
trie est donc sensiblement équivalente a
celle des techniques directes, telle la Deft
(Syx = 0,245 logl0 UFC/ml d'aprées Dasen
et al., 1987). De plus, elle est nettement
plus satisfaisante que celle des autres
techniqgues  indirectes  développées au
cours des dernieres années, comme le do-
sage de I'ATP par bioluminescence (Bos-
suyt, 1981; Buchet, 1985) ou l'impédance-
métrie  (Firstenberg-Eden et Tricarico,
1983; Suhren et Heeschen, 1987; Piton et
Dasen, 1988). Cependant, des résultats
récemment présentés (Eriksen et Olsen,
1988; Waes et al, 1989) permettent d'es-
pérer une nette amélioration de la sensibi-
lité et de la précision pour I'ATPmétrie.

Toute cette étude a été réalisée sur un
microrespirometre prototype de labora-
toire, mais l'application de cette technique
en routine nécessite une automatisation
de [l'appareil. Cette version non encore
commercialisée, aura l'avantage d'étre tres

simple d'utilisation. Une agitation magnéti-
gue au sein de chaque chambre permettra
lanalyse d'un volume d'échantillon plus
important entrainant Il'abaissement de la li-
mite de détection et du temps de réponse
de la technique. De plus, un systéeme de
régulation de pression interne trés sen-
sible, ainsi que la lecture optique de l'allon-
gement de la colonne de liquide vont
contribuer encore A l'amélioration de la
précision de la lecture. Une étude complé-
mentaire sera alors nécessaire pour tester
les caractéristiques analytiques de la
technigue automatisée, en particulier sa
fidélité.

De nombreuses applications peuvent
étre envisagées pour la microrespirométrie
dans le domaine laitier, comme par
exemple, la numération de différents
groupes de micro-organismes telle la flore
psychrotrophe grace a l'addition d'antibioti-
gues ou la sélection de températures plus
faibles ou l'étude du métabolisme (homo
ou hétérofermentaire) des bactéries lacti-

qgues. Des controles de stérilité sur une
chaine de fabrication sont également
concevables, aprés une préincubation des
échantillons.
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