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~IE}IOIRES, ORIGINAUX

RAPPORT ENTRE LA DUREE DE L'EPREUVE
ILDE LA REDUCTASE ET LE NOMBRE DES BACTERIES
CONTENUE'S DANS LE LAIT CONSERVE
A BASSE TEMPERATURE

par M. GRIMES

~lu.Département de la Laiterie. University College, CORK (Etat Libre d'Irlande)

L'épreuve au bleu de méthylene (réductase) est, depuis son introduc-.
tion en 19U9par C. BarRTHEL et orLaJEnsEN, de plus en plus utilisée
dans les pays laitiers comme méthode rapide de classification des laits
fournis. Elle est surtout employée dans les pays scandinaves (3), en
méme temps que le pourcentage de la matiére grasse, comme base de
paysmentdu lait d'aprés ses propriétés de conservation. L'épreuve au
ble-dde méthyléne (réductase) est basée sur le fait que la couleur donnée
au lait par additiondune petite quantitéde bleu de méthyléne disparait
plus ou moins rapidement, cette .vitessc dépendant principalement de la
proportion de I'enzyme réductase contenue dans le lait.

LE LAIT. 1929 57



906 M. GRIMES. - RAPPORT ENTRE LA D'UREE DE L'EPREUVE DE LA REDUCTASE

Comme iln'est généralement pas facile de pra,tiquer un examen bacté-
riologique du lait dans les laiteries ou les dépdts delait, i] est trés impor-
tant"qu'iFexiste  une méthode a l'aide de laquelle les propriétés de ‘con-
servation dulait puissent étre rapidement et éxactement'apprébiées.
Depuis que I'épreuve au bleu.de méthyléne (réductase) a été généralement
reconnue comme étant la plus satisfaisante, on a beaucoup étudié, dans
les différents pays, la valeurqui peut lui étre accordée. et les divers fac-
teurs qui agissent sur elle.,

En. procédant a nos recherches sur les rapports entre la'qurée de
I'épreuve de la réductase et le nombre des bactéries .contenues dansle lait
conservé a bassetempérature; nous avons étudié la documentation con-
cernant la question de I'épreuve du bleu de méthylene. Cette documenta-
tion est abondante et dispersée. Il a donc été jugé utile d'examiner cer-
taines dés études prinoipales dont il n'a pas été question dans les résumés
établispar HANE:E(8), SCHWARZ13) et VIERTBAUER15)..Ceux quisont
intéress,és,par J'emploipratique de I'épreuve du bleu de méthyléne pour la
‘classiftcationrdes .fournitures de lait trouveront des renseignements
utiles --dans 'les Rapports' Annu.els de .1'Association Internationale  des
.rnsp~~té~r~ de' Laiteries des Etats-Unis d'Amérique.

"' Onsait que la réduction du bleu de méthyléne dans lelaitn'est pas un

'i?hé~oméne simple, mais un phénomene complexe : diverses. explications

~no~t été.données. BENTON(2) indique que le lait frais, exempt d'oxy-

géne dissous, tenu au contact du, bleu de méthyléne déans'des conditions

entierement anaérobies, le réduira généralement en 2' heures. ORLA-
JENSEN (12) dit que le lait contenant peu de bactéries qu'on maintien:t

exempt d'oxygeéne atmosphérique en le faisant traverser par un courant

d'hydrogene, réduit le bleu de méthylene en 45 minutes a 40° C. BARTHEL
(1) exprime [l'opinion que «lors "de la réduction du bleu de méthyléne

l'acide citrique joue le role, d'hydrogénant, tandis que les sels du lait

jouent le rdle 'de catalyseurs » SCHWARZ13) conclut qu'urie décolo-

ration du bleu de méthylene en présence de sulfate ferreux ayant lieu

également dans le lait bouilli, par conséquent exempt de germes, ilen

résulte, d'apres les travaux de ROMER, qu'une addition ~ 10 ccm, de

lait bouilli, de 0,2-0,3 cern. d'une solution fraichement préparée de sul-

“fate ferreux a 1%, donne lieu' & un nouveau procédé de décoloration et

aussi que « prennent une tres grande part a la réduction les produits de

dissociation du sucre de lait de caractére aldéhydique ».

TirORNTOMNt HASTINGS14) déclarent que le bleu de méthyléne est
un indicateur de l'intensité de J'oxydation-réduction. 'Dans le lait, I'in-
tensité dé la réduction dépendprincipalement de l'oxygene dissous. Les'
"bactéries consomment de l'oxygene. Par conséquent, cette épreuve est
un thermométre de l'activité bactérienne.

Beaucoup d'expérimentateurs  ont étudié la v~leur de I'épreuve du'
bleu de méthylene dans ses rapports avec la numération bactérienne totale
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'et comme méthode de classement du lait. GRIMESet LYONS (5) l'ont
employée concurremment avec d'autres épreuves pour fixer le choix dune
épreuve de lait propre dans une laiterie, GRIMES(6) indique que «I'é-
preuve de la réductase est de la 'plus grande valeur pour le classement
des laits quand elle est combinée avec I'épreuve de fermentation, puisque
.par elle-méme elle n'indique pas les types de bactéries présents.

ELLENB,ERGERt ses collaborateurs (4) concluent que I'épreuve de
réduction du bleu de méthyléne est un indicateur beaucoup plus sir de la
qualité du lait que ne I'est la numération sur plaque d'agar, tandis que
, VIERTBAUER15) dit que ((pour des résultats scientifiques, I'épreuve de la
réductase est sans valeur, tandis' qu'elle peut étre employée dans un but
pratique comme une méthode approximative de la détermination de la
fraicheur du lait )] '

HANKE (8) conclut que ((comme épreuve complémentaire, .I'épreuve
de la réductase-peut avoir de l'importance, car elle donne déja des rensei-
gnements sur une acidité débutante, quand la dégustation et les méthodes
,de titration ne donnent encore aucun indice )l

Hrsoox (10) note que 'des résultats pour le lait ayant une numération
bactérienne peu élevée 'sont trés irréguliers, et dit qu'il n'y a pas de raP:
port évident entre la durée de la réduction et la numération bactérienne,
Le lait ayant une numération bactérienne peu élevée, et ayant de bonnes
propriétés de conservation, asouvent une durée de réductionextréme-
ment courte )i HISCOX(11) indique' en outre que ((siune durée de réduc-
tion de 5 heures % est retenue comme étant un minimum pour le lait
de la classe 1 dans la classification d'ORLA-JENSEN,il n'est pas certain
que le lait de trés basse qualité ne soit pas compris dans cette classe ».

GRIMESBARRETTetREILLY(7) ont trouvé que plus longue est la durée
'de la réductase, plus grande est la variation entre les épreuves en/double
et en tri ple, et ils indiquent aussi qu'une grande différence danS le rapport
entre le bleu de méthyléne et le'lait ne change pas ena pparence la classe
du lait, en particulier si le lait est réduit en moins de 2 heures.

HASTINGSDAVENPOREt WRIGHT(9) concluent que la réduction du
bleu de méthyléne est plutétliée'trésintimement au processusvital de la
cellule qu'a n'importe quel produit accessoire extra-cellulaire, que le
,groupe des bactéries lactiques montre une action réductrice bien plus
grande que ne le montrent les membres du groupe intestinal, et que
I'épreuve de la réductase ne représente que d'une maniére trés générale
les propriétés de conservation d'un échantillon de lait. '

/ Pendant une étude du rapport entre la durée de I'épreuve de la réduc-
tase et le nombre total des bactéries contennes dans le lait (6), des résul-
tats anormaux furent obtenus avecunéchantillonde lait conservé plusieurs
jours a basse température. Cette constatation conduisit a une recherche
du rapport entre la durée de I'épreu ve de la réductase et le nombre total
des bactéries du lait conservé a basse température. Pour effectuer les
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98° F. (36°6C.)

Duiéede Numération
Hwres Acidité I'épreuve bactérienne
de la réductase totale
(heures) ,
0 17 7172 580.000
9 56,5 1715 -1.880.000. 000
12
33
38
45
57
81
1-
, Durée de Numération
Jours Acidité  I'épreuve bactérienne
de Ia réductase totale
(heures)
0 16 3 1.000.000
1 19 3/4 72.000.000
2 24 1/5 180.000.000
3 30 1/12 1.1000.000.000

TABLEAU I.
-2-:- -3-

70° F. (21°,11 Co) 45° F. (7°,22 C)
7

Durée de Numération Durée de Numération
Acidité I'épreuve bactérienne Acidité I'épreuve bactérienne
de la réductase totale de la réductase totale
(heures) (heures)
17 7 1/2 580.000 17 7 1/2 580.000
18,5 11/4  96.000.000 17 6 1/4  2.600.000
21,5 1/6 230.000.000
17 2 1/2 13.500.000
17,5 1 1/4 31.000.000
18,5 1/2  60.000.000
21 1(4" 170.000.000
TABLEAU II.
4 échantillons de lait conservés a ~5° F. (7°'22 C.)
2 —_3—
Durée de Numeération Durée de Numération
Acidité  I'épreuve bactérienne Acidité I'.épreuve bactérienne
de la réductase totale de la réductase totale
(heures) (heures)
17 4 3/4 1.200.000 17,5 7 34 350.000
18 2,1/4 15.000.000 17,5 6 1.150.0C0
20 1/°2 62.000.000 18 3 23.000.000
23;5 1/12 220.000.000 19 2/3 110 .000. 000

Acidité

17

17
17
17
17
17

Acidité

15
155
17

22,5

-4-
34°F. (1°11 C)

Durée de , Numération
I'épreuve bactérienne
de la réductase totale
(heures)
7 1/2 580.000
7 172 630.000
7 1/2 900.000
7 1/4 940.000
7 1/4 1.380.000
7 . 3.100.000
6 3/4 7.500.000
—4—
Durée de  Numération
I'épreuve bactér ienue
‘de la réductase totale
<heures)
5 3/4 500,000
4 2.200.000

1 1/4 18.000.000
1/6 94.000.000
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essais, 2 litres de lait furent divisés entre 4 bouteilles stériles et ces bou-
teilles furent conservées a des températures différentes.

L'acidité, la durée de I'épreuve de la réductase, et la numération
bactérienne totale furent notées pour chaque échantillon a divers inter-

valles. Les résultats d'un essai typique sont donnés .dans le tableau 1.

Dans un autre essai, 4 échantillons différents de lait furent conservés
a 45° F. (+7°2 C.) et les résultats obtenus sont donnés dans le tableau 2.

Dans un autre essai, deux échantill ons différents de lait furent con-
servés a 320F. (0°C.)et a 360 F. (+202 C.)et les resultats obtenus sont
indiqués dans le tableau 3. '

Le Professeur ORLA-JENSENnNdique, dans sa Bacterlologle laitiére,
quele lait peut étre classé dans le~ catégories suivantes:

Classe | : Bon lait, non décoloré en 5 heures %, contenant générale-
ment moins de 500.000 bactéries par om".

Classe 2 : Lait de bonne qualitt moyenne, décoloré en moins de
5 heures %, mais non décoloré en 2 heures, contenant généralement de
500.000 a 4.000.000 de 'bactéries par cm".

Classe 3: Mauvaislait, décoloré en moins de 2 heures, mais non déco-
loré en 20 minutes, contenant généralement de 4 millions a 20 millions
de bactéries par cms.

Classe 4 : Lait trées mauvais, décoloré en 20 minutes ou moins, conte-
nant généralement plus de 20 millions de, bactéries par cm".

On notera que les résultats obtenus dans les divers essais different
considérablement des bases indiquées, et les résultats vmontrent que le
lait obtenu des fermes de la banlieue de Cork contient un nombre suffisant
de bactéries p8ychropMles pour donner une augmentation marquée de la
numération bactérienne totale quand un tel lait est conservé a basse
température, et, en pareil mis, le rapport ordinaire entre la durée de
I'épreuve de la réductase et le nombre total des bactéries n'est plus
valable.

TABLEAUIIr.

2 échantillons de lait conservés a 320F.- 360F. (00 C.-2°22 C.)

, Durée de Numération Durée de Numération
Jours Acidité I'épreuve Lactérienn e Acidité I'épreuve bactérienne
de la réducta se totale de la réductase totale
(heures) (heures)

0 17,5 11* 14.000 15,5 7 1/2 175.000
1 17,5 11* 13.000 15,5 7 1/2 180.000
2 17,5 11* 18.000 15,5 7 12 210.000
3 17,5 11* 44.000 15,5 7 1/2 275.000'
4 17,5 11* 190.000 15,5 7 U2 640.000

5 17 11* 685.000 155 7 1/4 2.200.000

7 17 10 1/2 1.400.000 15,5 4 3/4- ::4.000.000

¢ Le bleu de méthylene n'est pas réduit.

~
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IA DETERIVIINATION COIORIMETRIQUE-
DU DEGRE D'ACIDITE DU FROMAGE ~T DU PETIT":'IAIT

\ par,E. J. HOLWERDA

Tant pour le fromage que 'pour le petit~lait, il faut faire une distinc-
tion entre le degré d'acidité” tel qu'il est déterminé par le titrage, et le
degré' d'acidité réel. La grande influence du degré d'acidité réer (pH)
sur la structure desproduits lactés, a été démontrée par VANDA~ (1).
Comme dans les processus biologiques, tels que la digestion de la caséine
par le ferment du lab et la fermentation lactique du petit lait et de la
creme, le, degré d'acidité réel est également un.facteur important ;sa
détermination sera fréquemment de grands utilitt dans l'industrie
laitiére." "

La détermina.tion électrométrique  du/ degré d'acidité réel ne peut,
dans nombre de cas, se faire-ni facilement ni rapidement; parexemple
le procédé prescrit par VANDAM(2).pour le fromage exige au moins une
heure, et de plus, I'outillage nécessaire pour la détermination électromé-
trique est assez compliqué. Sur la demande du directeur technique 'de
I'Association Coopérative pour I'Exportation des Produits de laiterie
de la Frise, il fut décidé d'examiner s'il était possible de déterminer

(1) V-rsl.Landb. Ond. X. 5. (1911).
(2) Versl. Landb. Ond. VN, 56. (1910).



