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                                                  Introduction 

       La filière laitière occupe une place importante à l’échelle mondiale en terme de 

contribution à l’occupation des surfaces agricoles aux emplois et  la création de richesse 

(Srairi et al., 2019). 

         Les laits fermentés sont des produits laitiers obtenus par une fermentation essentiellement    

lactique du lait, qui aboutit à son acidification et sa gélification (Béal et Hellink, 2019). Elle 

correspond à la transformation du lactose du lait en acide lactique sous l’action des 

microorganismes spécifiques dites les bactéries lactiques qui forment un groupe microbien 

hétérogène (Corrieu et Luquet, 2008). 

       Le yaourt est un lait coagulé obtenu par la fermentation lactique due à la culture 

protosymbiotique  de deux ferments spécifiques : Lactobacillus bulgaricus et Streptococcus 

thermophilus qui sont présents naturellement dans le lait, ils participent à l’élaboration des 

qualités  organoleptiques, hygiéniques et probiotiques du produit (Guillouard et al., 2004 ; 

Fredot, 2009 ; Macori et Cotter, 2018). Il est un  produit laitier très digeste et très apprécie 

par les consommateurs (Dudez et al., 2017)  pour son gout et sa texture et possédant  une 

grande valeur nutritionnelle.  

       Dans l’industrie laitière, les bactéries se retrouvent la plupart du temps sous forme 

immobilisée .Cette forme de croissance immobilisée réside dans la formation de biofilms, qui 

peuvent être définis comme une communauté bactérienne adhérent sur une surface (Ibrahim 

et al., 2004). 

        L’immobilisation cellulaire par adsorption a un support solide est basée sur l’affinité des 

cellules pour certaines surfaces qui est obtenue par la mise en contact du support et des 

cellules actives pendant une période définie (Doleyres, 2003). 

       Les supports d’immobilisation peuvent être de nature minérale tel que l’argile grâce à 

leur  capacité d’adsorption (Doucet, 2006). 

       Notre objectif principal est de voir les effets de l’immobilisation de  Streptococcus 

thermophilus par un support argileux  sur les paramètres de coagulation du lait.  
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1. Lait  
 

1.1. Définition  

       Le lait est le produit intégral de la traite totale est ininterrompue d’une femelle laitière 

bien portante, bien nourrie et non surmenée, il doit être recueilli proprement et ne pas contenir 

de colostrum (Multon et al., 2013). 

        Selon Kassa et al., (2016), le lait est un liquide blanc, opaque, de saveur légèrement 

sucrée, constituant un aliment complet et équilibré, sécrété par les glandes mammaires de la 

femme et par celles des mammifères femelles. 

        Du point de vue physicochimique le lait est un produit complexe, une connaissance 

approfondie de sa composition, de sa structure et de ses propriétés physiques et chimiques  est 

indispensable à la compréhension des transformations du lait et des produits obtenus lors des 

différents traitements industriels (Vignola, 2002). 

1.2. Composition 

Le tableau 01 donne la teneur moyenne des principaux composants du lait de vache. 

Tableau 01 : la teneur moyenne des composants du lait de vache (Vignola ,2002). 

 

 

 

 

2. Yaourt 

2.1. Définition            

        Selon le codex alimentarius le yaourt est un produit laitier coagulé obtenu par la 

fermentation lactique grâce à Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus et Streptococcus 

salivaruis subsp. thermophilus à partir du lait frais ainsi que du lait pasteurisé (ou concentré, 

partiellement écrémé, enrichi en extrait sec) avec ou sans addition  (de lait en poudre, poudre 

de lait …..)  Les bactéries lactiques doivent être  viables et abondantes, dans le produit à 

raison d’au moins 10
7 

bactéries /g.  

         Composants                Teneur % 

 -Eau 

 -Glucide 

 -Matière grasse 

 -protéine 

 -Minéraux 

                87,5 

                  4,6 

                  3,5 

                  3,2 

                  0,8 
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 Lors de la mise en consommation d’acide lactique libre contenue dans le yaourt ne doit pas 

être inférieur à 0,8g pour 100g de produit  (Mahaut et al.,  2000). 

2.2. Composition de yaourt 

La composition nutritionnelle de différents types de yaourts pour 100g de produit est 

donnée dans le tableau 02. 

Tableau 02 : Teneur moyenne du yaourt pour 100g de produit (Anses, 2008). 

 

Types de yaourt Energie 

(Kcal) 

Eau 

(g) 

Protéine 

(g) 

Glucide 

(g) 

Lipides 

(g) 

Yaourt nature au lait 

entier 

70,6 86,5 3,8 5 3,6 

Yaourt nature au lait 

partiellement écrémé                        

47,7 88,2 4 4,8 1,02 

Yaourt nature 0℅ au 

lait écrémé 

42 88,6 4,4 5,1 0,07 

Yaourt aromatisé sucre 

au lait demi-écrémé 

84,8 81,1 3,1 14,2 1,4 

Yaourt aux fruits sucre 

au lait demi-écrémé 

91,8 77,6 3,2 15,2 1,69 

 

2.3. Types de yaourt 

Les différent types de yaourt sont classés en fonction de :  

2.3.1. Technologie de  fabrication  

Selon  Romain et al.,  (2008), les types de yaourt sont : 

 yaourts fermes, dont la fermentation a lieu en pots : ce sont généralement les yaourts   

nature et aromatisés ; 

 yaourts  brassés, dont la fermentation a lieu en cuve avant brassage et    

conditionnement : c’est le cas des yaourts veloutés natures ou aux fruits. 
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2.3.2. Teneur en  matière grasse 

D’après Vignola (2002), les types de yaourt en fonction de la teneur en  matière grasse sont : 

 yaourt entier, la matière grasse  en minimum 3% ; 

 yaourt partiellement écrémé, est caractérisé par une teneur de matière grasse  varie entre 

0,5% à 3% ; 

 yaourt ferme, la teneur en  matière grasse  ne dépasse pas  0,5%. 

3. Les bactéries lactiques 

        Les bactéries lactiques sont des cellules procaryotes, organotrophes, formant un groupe 

hétérogène constitué de cocci et de bacilles (Badis et al., 2005) . Ce sont des bactéries à 

coloration de Gram positive, généralement immobiles, asporulées, dépourvues de catalase et 

de cytochromes oxydases, qui n’est pas clairement défini du point de vue taxonomique. Elles 

rassemblent en effet un certain nombre de genres qui se caractériser par la production, liée à 

un métabolisme exclusivement fermentaire, de quantités importantes d’acide lactique à partir 

des sucres. Ce sont par ailleurs des bactéries dépourvues de nitrate réductase, anaérobies ou 

aérotolérantes, exigeantes en facteurs de croissance : acides aminés, bases nucléiques, acides 

gras, vitamines (Fedegighi, 2005). 

Les bactéries lactiques peuvent être divisées en deux groupes :  

        Homofermentaire et hététerofermentaires basées sur les produits fabriqués à partir de la 

fermentation du glucose (Priyanka et Parkash ,2009).          

 

3.1. Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus  

        Lb.bulgaricus est un bacille, immobile, asporulé et microaérophile. Elle est isolée sous 

forme de bâtonnets en chainettes, possède un métabolisme strictement fermentaire avec 

production exclusive d’acide lactique comme principale produit final à partir des hexoses de 

sucres par voie d’Embden Meyerhof. Elle est incapable  de fermenter les pentoses, c’est une 

bactérie  thermophile, très exigeante en calcium et en magnésium et sa température optimale 

de croissance est d’environ de 42°C. Elle a un rôle essentiel dans le développement des 

qualités  organoleptiques et hygiéniques  du yaourt (Marty-Teysset et al., 2000). 
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3.2. Streptococcus salivarius subsp. thermophillus  

        C’est une bactérie Gram positif, anaérobie facultative, cytochrome oxydase et catalase 

négatifs, non mobile, non sporulé et homofermentaire, généralement cette souche se présent  

sous la forme de cocci excitant en paires et en chaine .Il est classé comme thermophile 

poussant à 45°C et sans croissance en 10ºC (Grumezescu et Holban, 2019).  

        Streptococcus thermophilus est une exception dans le genre Streptococcus car c’est la 

seule espèce qui n’est pas pathogène appartenant au groupe des bactéries ayant un intérêt 

industriel et nutritionnel reconnus sous le nom GRAS (generally recognized as safe) 

(Dellaglio et al., 1994; Hols et al., 2005). Elle est largement utilisée en combinaison avec 

Lactobacillus delbruckii subsp. bulgarucus, Lactococcus lactis et/ou Lactococcus helveticus 

en tant que culture starter pour le yaourt et autre produit laitiers fermentés ainsi que pour le 

fromage de type suisse et italien (Hols et al., 2005 ; Savadogou et Traore, 2011).     

3.3. Classification des bacteries lactiques 

        La classification des bacteries lactiques est présentée dans le tableau 03.  

 Tableau 03 : classification des bactéries lactiques des yaourts (Vos et al., 2011). 

 

 

Lactobacillus  delbruekii  subsp. bulgaricus Streptococcus  salivarius  subsp. 

thermophillus 

 

Règne : Bacteria  

 

Division : Firmicutes  

 

Classe : Bacilli 

 

Ordre : Lactobacillales  

 

Famille : Lactobacillaceae  

 

Genre : Lactobacillus  

 

Espèce : Lactobacillus  bulgaricus     

 

Sous- espèce : Lactobacillus    delbrueckii 

subsp.  bulgaricus 

 

Règne : Bacteria  

 

Division : Firmicutes   

 

Classe : Bacilli  

 

Ordre : Lactobacillales  

 

Famille : Streptococcaceae  

 

Genre : Streptococcus  

 

Espèce : Streptococcus thermopillus  

 

Sous-espèce :     Streptococcus       

salivarius subsp.  thermophillus. 
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4. Argile 

4.1. Définition 

        Les argiles sont des roches sédimentaires qui proviennent de la lente d’érosion de granites. 

Ce sont des silicates d’aluminium hydraté disposé en feuillets (Ragot, 2011). 

        D’après François(2016), selon leur composition et leur concentration en minéraux, les 

différentes argiles ont des structures et des propriétés différentes. 

4 .2.Bentonite 

        La bentonite est une dénomination de la montmorillonite, cette dernière a été découverte 

dans les gisements argileux situées prés de Montmorillon dans la vienne France 

(Mohellebi ,1999). 

        Elle est une roche composée d’argile fortement colloïdale et plastique, principalement de 

la montmorillonite, un minéral argileux du groupe de la smectite (Zoltan et al., 2005) 

composé de deux feuilles de silice et d’un aluminium (Ait-Hmeid et al., 2020). La bentonite 

est largement utilisée dans nombreux secteurs industriels (pharmacie, cosmétique, chimie, 

géni civil, agroalimentaire……) (Kouloughi, 2007) en raison de ses caractéristiques 

structurelles, de son faible cout, de sa disponibilité et de son abondance dans la nature 

(Wang et al., 2005 ; Moussa et al., 2020). 

5. Immobilisation cellulaire 

5.1. Définition  

        L’immobilisation cellulaire a été définie comme le confinement physique ou la 

localisation des cellules microbiennes viables dans un espace précis (Suzana et al., 2013). 

Elle peut se produire soit comme un phénomène naturel soit un processus artificiel 

(Ramakrishna et Prakash ,1999). Les microorganismes peuvent se fixer à la surface solide 

par leurs propriétés bio-adhésive afin de former un biofilm qui peut être utilisé dans plusieurs 

domaines  notamment  ceux alimentation et traitement des eaux (Moulay et al., 2016).  

5.2 Techniques d’immobilisation  

 Les principales techniques visant à la formation d’un confinement cellulaire peuvent être 

regroupées en cinq types : 
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 L’adsorption ; 

 La floculation ; 

 L’inclusion ; 

 La liaison covalente ; 

 Rétention par procédés membranaires. 

5.3. Immobilisation par adsorption   

        L’adsorption est le procédé le plus ancien utilisé dans la fermentation, il est basé sur 

l’interaction d’ordre électrostatiques entre les supports et l’enveloppe des microorganismes 

chargé négativement, c’est une méthode simple d’immobilisation réversible (Suzana et al., 

2013) .Cette technique imite l’environnement naturel des bactéries presque toujours associé à 

des surfaces et se développant en biofilm (Dune, 2002). 
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1. Objectifs de l’étude 

       L’objectif principal de notre étude est de voir l’effet de l’immobilisation de la souche 

Streptococcus thermophilus par des particules argileuses de type Bentonite sur l’évolution des 

paramètres de coagulation du lait (pH, acidité, la croissance bactérienne) et la qualité 

sensorielle  de yaourt ferme, et il s’articule autour des points suivantes : 

 

 Isolement et identification de la souche Streptococcus thermophilus  à partir d’un yaourt 

nature/souche lyophilisée. 

 Immobilisation de l’isolat par des particules argileuses.  

2. Lieu de travail  

Notre travail a été réalisé  au niveau des laboratoires de microbiologie et science 

alimentaire au niveau de la faculté des Sciences de la Nature et de la Vie. Université Ibn 

Khaldoun- Tiaret. 

3. Matériel et méthodes  

3.1. Matériel 

3.1.1. Matériel biologique  

 Souche 

La souche utilisée est le Streptococcus thermophilus lyophilisée. 

 Yaourt 

Yaourt utilisé est yaourt nature de Marques SOUMAM et  HODNA commercialisés 

dans la Wilaya de Tiaret. 

 Lait  

Deux types du lait utilisés :  

 lait  entier en poudre de marque Candia à 26% de matière grasse provient du 

commerce ; 

  un lait écrémé à 0% de matière grasse provient de L’OROLAIT Tiaret. 
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3.1.2. Matériel minérale  

 Argile  

               L’argile utilisée c’est la bentonite qui provient d’un gisement de Maghnia situé à l’ouest de  

Tlemcen. 

3.1. 3. Matériel  de laboratoire   

       Le matériel utilisé dans notre expérimentation est résumé dans les tableaux 04 et 05.  

Tableau 04 : Appareillages, verreries et autres.  

Appareillages Verrerie Autres 

-Agitateur magnétique 

(STUART/SB162) 

-Autoclave(SATTDAMPF) 

-Bain marie secoureur 

(MEMMERT) 

-Balance analytique 

(SARTORIUS BASIC) 

-Etuve (MEMMERT) 

-Microscope 

optique(OPTIKA) 

-Pompe à vide  

-Réfrigérateur (CONDOR) 

-Vortex (WISEMIX) 

-pH-mètre (HANNA) 

-Bécher (100, 250,500 ,1000 

ml) 

-Burettes graduée (100 ml) 

-Clocher du durham 

-Dessiccateur 

-Eprouvettes graduées 

10,500 ,1000ml) 

-Entonnoir  

-Fiole jaugé 150 ,100ml 

-Flacons en verres  

- Lames 

-Micropipette 10µl   

-Pipettes graduées 1,2 ,5 et 

10ml) 

-Pipette pasteur 

-Tubes à essais  

-Verres de montre    

-Bac de coloration  

-Barreau magnétique   

-Bec Bunsen 

-Papier aluminium  

-Papier film  

-Papier filtre  

-Pissettes 

-Pince en bois et en métal 

-Portoir 

-Seringues (5et 10ml)  

-Spatules  

-Tamis (50µl) 
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Tableau 05 : Réactifs chimiques, solutions et milieux de culture.  

Réactifs Milieu de culture 

-Alcool (96%) 

-Bleu de méthylène  

-Eau distillée  

-Eau oxygéné (H2O2) 

- Eau physiologique  

-Fuchsine (1%) 

-Glycérol 

-Lugol  

-NaOH  

-Violet de gentiane (1%) 

 -Phénophtaléine  

 

-Milieu M17 et Milieu MRS (bouillon et 

gélose) voire (annexe01) 
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  3.2. Méthodes  

3.2.1. Protocole expérimental : Notre protocole expérimental est présenté dans la figure 

suivante : 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 01 : Protocole expérimental prévu à réaliser. 

Isolement des ferments lactiques 

(Streptococcus et lactobacillus) à partir du 

yaourt+ souches lyophilisées 

Lait en poudre 

Lait reconstitué 

Purification et identification des souches 
Pasteurisation à 92C°/5min 

Refroidissement jusqu’à 45C° 

Conservation à court terme à 4C° 

pendant 3 à 4 semaines 

Activation des souches sur milieu 

MRS et M17 

Standardisation de Lactobacillus 

bulgaricus à 0.5 Mc Farland 

Immobilisation de Streptococcus 

thermophilus sur l’argile 

1ml de lactobacillus +9ml du lait écrémé 
1ml de Streptococcus thermophilus +1ml  de 

suspension argileuses + 8ml bouillon M17 

 

 

Mise en contact pendant 1h dans un bain 

marie sous agitation modérée 

Centrifugation 2000tours/min pendant 20min 

Récupération du culot et compléter avec de 

lait écrémé jusqu’à volume de 10ml 
Incubation à 45°C Pendant 18h 

 

Levain Streptococcus fixé + levain Lactobacillus libre 

Préparation de yaourt 

          480ml de lait +10ml de levain Streptococcus fixé +10ml de levain Lactobacillus libre 

Incubation 45°C pendant 3 à 

5h 

Refroidissement à 5 °C 

Etude de la cinétique :  

 pH 

 Acidité  

 Croissance bactérienne 

 

 

Yaourt  ferme 

Argile brute 

Purification de l’argile 

par tamisage et 

décantation 

 
Préparation d’une 

suspension d’argile 1g/l 
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       L’ensemble des méthodes prévues  pour la réalisation de notre travail sont énumérés 

comme suit : 

 3.2.2. Isolement et identification de la souche  Streptococcus thermophilus 

La figure 02 résume les étapes de l’isolement de la souche (partie réalisée). 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

                      Figure 02 : Les étapes d’isolement et de  l’identification de la souche 

Isolement et identification de 

Streptococcus thermophilus 

 

Purification : 

Ensemencement alternatif solide/liquide 

Liquide /solide sur milieu M17 et MRS 

 

Tests  biochimiques 

 

 

Tests morphologiques 

Test de catalase  

 

Type fermentaire  

 Examen microscopique 

Type de gram, forme, mode 

d’association 

 

 

         Examen macroscopique 

            Turbidité, colonies 

 

 

Yaourt nature 

  

Souche lyophilisée  

 

 

Incubation : 

37˚C pendant 24h  

 

Identification 

 

Conservation à courte durée sur  le milieu M17 incliné à 4˚C pendant      

quatre semaines 

 

  Activation sur milieu M17 à 45˚C/24H 
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3.2.3. Isolement  et purification de Streptococcus thermophilus   

         Le Streptococcus thermophilus est une espèce qui peut être présentée dans différents 

écosystèmes laitiers ou  autres. Dans notre travail, l’isolement de cette espèce thermophile a 

été effectué à  partir de yaourts natures  de marque HODNA et SOUMMAM  et à partir des 

souches lyophilisées (annexe 03). 

3.2.3.1 Techniques d’isolement 

3.2.3.1.1. Préparation de la solution mère  

Pour la préparation de la solution mère, 1g d’échantillon a été prélevé aseptiquement et 

introduit dans un tube contenant 9ml de l’eau physiologique stérile. Le mélange est en suite 

agité au vortex, donc on obtient ainsi la dilution 10
-1 

(Begloul, 2011). 

3.2.3.1.2. Préparation de dilutions décimales  

La dilution est un processus qui consiste à réduire la concentration d’une substance dans 

une solution. 

Un ml de la première dilution (solution mère) est prélevé aseptiquement à l’aide une 

pipette graduée stérile et introduit dans un tube à essai contenant 9ml de l’eau distillée stérile 

le mélange est agité au vortex. 

On effectue en suite, des dilutions décimales jusqu'à la dilution 10
-4

. 

3.2.3.1.3. Ensemencement   

L’isolement de la bactérie est effectué par l’étalement de 0.1ml de différentes dilutions 

(10
-1 

,10
-2 

,10
-3 

et 10
-4

) sur un milieu gélosé M17 (ensemencement par des stries) 

préalablement collé et solidifié sur des boites pétries.   

Pour la souche lyophilisée, nous avons incorporé les ferments lactiques à raison de deux 

grains de la souche mixte dans un tube à essai contenant un bouillon de MRS (Belmokhtar et 

al., 2019). 

L’incubation est réalisée à 37˚C pendant 24h à 48h. 
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3.2.3.2. Purification  

La purification est effectuée par repiquage successif de la souche sur le milieu de culture 

M17 ensemencé en strie et sur les bouillions M17 et MRS (solide/liquide) (liquide/solide). 

Les boites et les tubes sont incubés à 37˚C pendant 24 à 48h. L’opération est répétée 

jusqu’à l’obtention des colonies pures (Labioui et al., 2005). 

3.2.4. Identification de la souche  

La ré-identification de la bactérie est établie en basant sur l’étude de leurs caractères 

morphologiques (examen macroscopique et microscopique) et divers caractères 

biochimiques : test catalase et type fermentaire. 

3.2.4.1. Etude  morphologique   

L’étude morphologique est portée sur la description des aspects morphologiques 

(macroscopiques et microscopiques) de la souche (Guiraud, 1998). 

       Elle permet une orientation préliminaire pour l’identification.  

3.2.4.1.1. Examen macroscopique  

Ce test permet de décrire l’aspect de colonies obtenues sur le milieu M17 en tenant 

compte la  détermination des critères suivants : taille, couleur et forme des colonies 

(Guiraud,  2003). 

3.2.4.1.2. Examen microscopique  

Les colonies obtenues sur le milieu M17 sont suives par une coloration de Gram, à pour 

but de déterminer la forme des cellules, mode d’association et leur type de Gram (Delarras, 

2014).  

Coloration de Gram  

Cette technique permet de distinguer entre   les bactéries à Gram+ et à Gram-. 

Un frottis préparé est recouvert avec le violet de gentiane et laissé pendant 1 min, après 

rinçage avec l’eau distillée, le lugol est déposé pendant 1min pour le mordançage. La lame est 

décolorée en utilisant l’éthanol à 95%(5 à 10 s) puis, rincée immédiatement à l’eau distillée. À 

la fin, le frottis est recouverte par la fuchsine pendant 1min, la lame est rincée et séchée.  
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L’observation se fait à l’immersion en utilisant l’objectif 100. 

3.2.4.2. Tests biochimiques 

3.2.4.2.1. Test catalase  

La catalase est une enzyme présente chez la plupart des bactéries aérobies strictes et 

aérobies facultatives. Elle permet la dégradation de l’eau oxygénée en eau et en  oxygène 

(Delarras, 2014).  Selon la réaction suivante :  

    2H2O                               2H2O+O2  

  Ce test  est mis en évidence sur une lame stérile, en émulsionnant une colonie de l’isolat à 

tester qui est  prélevé dans une goutte d’eau oxygéné à 10 volumes (Delarras,  2014). 

       Un dégagement gazeux abondant sous forme de mousse, traduit la décomposition de 

l’eau  oxygénée sous l’activité du catalase, le contraire indique l’absence de l’enzyme. 

3.2.4.2.2. Type fermentaire  

Les bactéries sont connues par leurs propriétés fermentaires d’un nombre important de 

substrat glucidique. 

Selon Bourgeois et al., (1991), ce test a été effectué par l’ensemencement des souches 

dans le bouillon MRS et M17 glucosé contenant la cloche de Durham, incubées à 37°C 

pendant 24 à 48h .Le développement d’une bactérie hétérofermentaire se manifeste par 

l’apparition de gaz dans la cloche de Durham qui est absente chez les bactéries 

homofermentaires. 

3.2.5. Conservation de la souche 

Apres la croissance, La conservation à court terme des souches pures est effectuée sur les 

milieux MRS et  M17 inclinées  à 4˚C pendant quatre semaines (Badis et al., 2005). 
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 3.2.6. Préparation de la suspension d’argile 

 3.2.6.1. Purification de l’argile 

      D’après  Moulay et al., (2016),  Les étapes de la purification d’argile sont illustres dans la 

figure 03. 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

                               

 

 

 

 

                              Figure 03 : Les étapes de purification de l’argile 

Tamisage à 50µm 

 

Mise en suspension de l’argile dans de 

l’eau distillée 20g /l 

Agitation pendant  2heures 

Repos  pendant 24h dans  une éprouvette de   1L 

graduée 

Récupération par siphonage les 400 ml du surnageant 

Détermination de la concentration 

Argile (la bentonite naturelle) 
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   3.2.6.2. Détermination de la concentration en argile  

       D’après Hadj Said et al., (2019), La concentration d’argile est déterminée  comme suit : 

 Sécher  le papier filtre vide dans l’étuve à 105°C jusqu’au poids constant P1  le poids du 

papier filtre vide exprimé en (g) ; 

 Retirer 50 ml de la suspension argileuse siphonnée qu’on filtre sous vide ; 

 Récupérer le papier filtre et le sécher dans un l’étuve à 105° C pendant 30 min jusqu’à 

poids constant P2 le poids du papier filtre avec les particules argileuses exprimé en (g) ; 

 Apres chaque séchage mettre le papier filtre dans un dessiccateur pendants 10 min afin 

d’éviter la fixation d’humidité. 

       L’expression  de résultats  de la concentration  en argile est déterminée selon le rapport 

suivant : 

 

Dont : 

 Ca : la concentration en argile de la suspension siphonnée en (g/l)  

 V : volume de la prise d’essai en (ml) 

Une fois la concentration en argile est déterminée on prépare une solution à 1g/l 

d’argile.   Suivant la formule suivante :   

                                                                  

 

Dont :  

C1 : la concentration en argile de la suspension siphonnée ; 

C2 : la concentration de la solution argileuse à préparer (1g/l) ; 

V1 : volume à prélever qu’on le cherche en (ml) ; 

V2 : volume de la suspension préparée en (ml). 

 

Ca= (P2-P1) /V 

C1V1=C2V2 
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3.2.7. Préparation du levain lactique 

      Les ferments lactiques  

       Un ferment lactique est une préparation comprend un grand nombre de microorganisme 

(une seul espèce ou plusieurs) qui est ajoutée au lait pour produire un aliment fermenté en 

accélérant et orientant son processus de fermentation (Yildiz, 2010).  

3.2.8. La standardisation des ferments  

       Le levain est préparé par l’inoculation des ferments dans le lait écrémé puis incubé à 

45°C pendant 24h et ce après vérification de la pureté et la standardisation des deux souches 

bactériennes (Streptococcus thermophilus fixée et de Lactobacillus delbrekii sups. bulgaricus 

libre). 

       Le standard 0,5 Mc farland est notamment utilisé lors de la préparation des inoculums 

bactériens. 

3.2.9. Préparation du lait écrémé 

Une quantité de10g de lait écrémé en poudre est dissoute  dans 100ml d’eau distillée 

stérile, la solution obtenue est stérilisée à 110°C pendant 10min (Belmokhtar et al., 2019). 

3.2.10. Fixation de Streptococcus thermophilus  

   Mode opératoire : 

Selon Loukrif et al.,  (2019), l’immobilisation de Streptococcus thermophilus se fait 

comme suit : 

 Dans un tube à essai mettre 1ml de la culture bactérienne qui contienne Streptococcus 

thermophilus puis ajouter un 1ml de la suspension argileuse plus 8ml de bouillon M17 ; 

 Laisser le mélange dans un bain marie sous agitation modérée pendant 1h ; 

 La solution ainsi obtenue est  centrifugée  à 2000 trs /mn pendant 20 min ; 

 Eliminer le surnageant et récupérer le culot (fixée) ; 

 Compléter au volume de 10ml avec le lait écrémé puis incuber 37ºC pendant 24h ; 

 L’obtention des levains immobilisés. 
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3.2.11. Fabrication de yaourt 

       Les procédés de fabrication des yaourts et des laits fermentés se caractérisent par trois 

grandes étapes : la préparation du lait, la fermentation et les traitements post fermentaire du 

produit (Béal et Hellink, 2019).  

D’après Dudez et al., (2017), Les ferments, les températures d’incubation, les temps 

d’incubation, l’emploi de poudre de lait sont autant des paramètres qui jouent sur les 

caractéristiques des produits finis : texture, fermeté, arome, acidité…. 

Selon Romain et al., (2008), les étapes à  suivre pour la fabrication du yaourt sont : 

1. Préparation du lait 

      Le lait préalablement standardisé  (ajustement du taux de matière grasse enrichissement 

en matière sèche sous forme du lait en poudre) (Bourlioux et al., 2011),  puis 

l’homogénéisation qui réduit la taille des globules gras et empêche la séparation entre le reste 

du mélange évitant ainsi la remontée de la crème à la surface durant la 

fermentation(Lamontagne, 2002).  

2. Traitement thermique 

Selon Tamine et  Robinson (2007),  Le traitement thermique est  effectué à une 

température   allant de   80 à 85°C pendant 30 minutes ou  entre  90-95°C pendant 5 minutes. 

3. Fermentation 

Le lait est ensemencé avec les levains de types  Lactobacillus delbrueckii subsp. 

bulgaricus et de Streptococcus thermophilus et doit se faire à un taux assez élevé pour assurer 

une acidification correcte : il varie selon la vitalité des culture entre 1 et 7% dans un rapport 

Streptococcus thermophilus /Lactobacillus bulgaricus de 1,2 à 2/1 pour les yaourts natures.  

4. Incubation  

L’incubation se réalise à des températures comprises entre 42 et 45°C et dure entre 2h30 

et 3h 30. 

L’objectif de cette phase est d’atteindre une acidité de 70- 80°D  dans le cas des yaourts 

étuvés.  
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5. Arrêt de la fermentation 

 D’après Mahaut et al., ( 2008), Lorsque l’acidité est atteindre 70 à 80 °D , on  

procède à un refroidissement rapide entre 2 à 5°C pour bloquer la fermentation.  

    Les étapes de  la fabrication du yaourt sont inspirées à partir du diagramme donnée par 

Bourlioux et al., (2011) (figure 04). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

Figure 04 : Digramme générale de fabrication de yaourt ferme (Boulioux et al., 2011) 

 

          Lait 

Standardisation en matière grasse 

Enrichissement en matière sèche 

(Addition de poudre de lait en concentration) 

 

Pasteurisation 

Homogénéisation 

Ensemencement 

                             Refroidissement  

      Stockage en chambre froide               

                    Yaourt ferme 

Ferments lactiques  

          Fermentation en étuve 
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3.2.12. Etude  Cinétique  

3.2.12.1. Cinétiques des paramètres physicochimiques  

3.2.12.1.1. PH 

 Principe  

Le pH est mesure à l’aide d’un pH- mètre. Les ions  H et OH  vont crée de  léger  charge 

négative et positive de part et de d’autre de l’électrode est reliée au pH- mètre. Le potentiel de 

charge calculé par ce dernier permet de déterminé la quantité d’ions dans l’échantillon 

(Vignola, 2002).  

  Mode opératoire 

 Etalonner le pH-mètre avec  des solutions tampons (pH =4 et pH=7) ;  

 Nettoyer et rincer les électrodes et les prolonger dans un bécher contenant 19 ml de 

l’échantillon ;  

 La valeur du pH de l’échantillon est obtenue directement par simple lecture.  

3.2.12.1. 2.Acidité titrable 

Dans  les procédés de fabrication des yaourts, des cailles, les crèmes, la mesure de 

l’acidité Dornic est utile pour vérifier la bonne activité des ferments lactiques et stopper les 

fermentations au bon moment (Dudez et al., 2017).   

 Principe 

L’acidité Titrable est la quantité de l’acide lactique contenant dans un litre du lait 

(Guiraud et Rose ,2004).  

 Mode opératoire 

 Verser dans un bécher 10 ml de l’échantillon et ajouter 3 à 4 goutte de phénolphtaléine ;  

 Remplir la burette avec de l’hydroxyde de sodium (NaOH) 1/9N, et titrer jusqu’à 

l’apparition d’une couleur  rose persistante ; 

 Lire le volume du NaOH  titré.  
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Expression des  résultats  

 Les résultats sont exprimes selon la relation suivante : 

 

 

        A=  acidité exprimée en degré Dornic (1°D= 0,1g d’acide lactique). 

        V= volume de soude ajouté en ml. 

3.2.12.2. Cinétiques de croissance bactérienne 

       La cinétique de la croissance bactérienne a été déterminée  par la technique de spot 

3.2.12.2.1. Technique de spot  

Le dénombrement est une technique permettant de quantifier à l’œil  le nombre d’unités 

bactériennes formant colonies (UFC). 

On dépose 10𝜇l de chaque dilution bactérienne (spot) sur une surface de gélose MRS, 

chaque spot est reproduit six fois. Après séchage des micro-spots, la boite de pétri est ensuite 

retournée puis incubée à l’étuve à 45°C pendant 24 h. Les micro-spots contenant 3 à60 

bactéries sont dénombrés (Bulard, 2012). 

       D’après Joffin et Leyral (2006), les résultats sont exprimés selon la relation    suivante : 

𝑁 =
∑C

 n1 + 0.1n2 d
 

N : nombre total des cellules comptés dans les boites de pétri (UFC/ml). 

C : nombre des colonies dans la boite de pétri. 

n1 : nombre des boites compté à la dilution la plus faible. 

n2 : nombre des boites compté à la dilution la plus élevée. 

d : valeur correspondant  à la dilution à partir de laquelle les premiers dénombrements 

ont été retenus. 

 

A=10 X V 
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3.2.13. Analyse  sensorielle du yaourt 

L’analyse sensorielle consiste dans un ensemble de méthodes dont le but est de mesurer 

les perceptions sensorielles du destinataire (Leprince, 2007).  

  Selon Tariket (2016), L’analyse sensorielle a pour objectif de décrire les caractéristiques 

organoleptiques des produits, de façon objective et qualifiable. 

Les propriétés organoleptiques sont essentiellement :  

 L’apparence (couleur, aspect) révélée par la vision ; 

 La saveur (arôme, saveur) révélée par l’odorat et le gout ; 

 La texture (résistance, consistance) révélée par le toucher. 
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Résultats et discussion  

1. Isolement et purification de la souche 

1 .1.Etude morphologique  

1 .1.1.Examen macroscopiques 

       Les caractères macroscopiques de la souche Streptococcus thermophilus sont présentés 

dans les figures 05 et 06. 

 

 

 

 

 

 

  

Figure 05 : Observation macroscopique de la bactérie Streptococcus thermophilus 

ensemencée dans le milieu M17 après une incubation de 37ºC/24h pour les deux souches 

lyophilisée/ isolée à partir de yaourt. 

                                                     1 : la souche isolée localement.  

                                                     2 : la souche isolée à partir de souche lyophilisée. 

 

       D’après la figure 05, on constate l’apparition des petites colonies bien isolées de couleur 

blanchâtre ou légèrement jaunâtre avec de forme lenticulaire sur le milieu M17 après une 

incubation de 37ºC/24h.  

       L’observation macroscopique de développement de la souche sur le milieu M17 liquide 

montre un trouble dans le tube en profondeur, qui  douée  à une croissance bactérienne 

(Figure 06).  

   

1 2 
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Figure 06 : Aspect macroscopique de Streptococcus thermophilus sur M17 liquide après 24h 

d’incubation à 37ºC. 

1.1.2. Examen microscopique  

 Coloration de Gram 

       La figure 07 représente l’aspect microscopique de la bactérie Streptococcus thermophilus. 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 Figure 07 : Observation microscopique de la bactérie Streptococcus thermophilus 

ensemencée dans le milieu M17 après une incubation de 37ºC/24h (GX100). 
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       D’après la coloration de Gram, les observations microscopiques montrent que la souche 

retient de couleur violette alors elle est à Gram(+) et sous forme de coques disposées en paires 

et surtout en chainettes.   

Les résultats obtenus d’après l’observation microscopiques sont semblables aux travaux 

réalisés par Badis et al., (2004).  

1.2. Etude biochimique 

1.2.1. Test catalase 

       Le test catalase réalisé pour la souche est illustré dans la figure 08.   

  

   

                                      

                      

  

 

 

 

 

 

 

 

Figure 08 : Test de catalase de la souche Streptococcus thermophilus. 

      

Notre résultat indique une réaction négative, l’absence des bulles de gaz ce qui signifie que la    

souche à catalase négative. 

 



 Chapitre II                                                              Résultats et discussion 
 

27 
 

1.2.2. Types fermentaire  

La figure 09 représente le type fermentaire de la souche Streptococcus thermophilus.  

                                               

                                                          

           

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 09 : Type fermentaire de la souche.  

 

       L’absence des bulles au fond de la cloche confirme que la souche est incapable de 

produire un gaz alors leur métabolite de type homofermentaire.  

Les résultats de l’étude biochimique de la souche sont comparables avec les travaux 

réalisés par  Hajd Saiid et al., (2019) . 

 

2. Détermination de la Concentration en argile 

D’après l’étude de Dahou et al., (2018),  sur la cinétique de coagulation du lait par la 

Fromase 2200TL immobilisée sur un support argileux . 

Ils ont trouvé une valeur de concentration en argile de la suspension siphonnée (50ml) est 

égale 14 g /l cette valeur est inférieur à celle trouvé par  Bouakka et al., (2016), qui ont 

trouvé une valeur de 17g /l .  
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Et  d’après l’étude de Loukrif et al., (2019), sur l’effet de l’immobilisation des bactéries 

lactiques(Streptococcus thermophilus et Lactobacillus bulgaricus) par des particules 

argileuses sur les qualités du yaourt. La valeur de concentration en argile de la suspension 

siphonnée (50ml) est égale 17,45 g /l. 

      On remarquant que La valeur de concentration en argile de la suspension siphonnée n’est 

pas stable. 

3. Cinétique des paramètres physico-chimiques et croissance bactérienne 

3.1. Cinétique des  paramètres physico-chimiques 

3.1.1. pH et  acidité Titrable 

  Les résultats trouvés par Loukrif et al., (2019) et Majdi, (2008) de la variation de pH et 

l’acidité en fonction du temps de la fermentation du lait sous l’action des ferments 

immobilisés et libres sont présentés dans les figures 10 et 11.      

  

Figure 10 : Evolution de pH et l’acidité en             Figure 11 : Evolution de pH et l’acidité en 

fonction du temps de la fermentation du lait    fonction du temps de la fermentation du 

obtenus par l’action des ferments immobilisées      lait obtenus par l’action des ferments    

(Loukrif et al., 2019).                                               libres (Majdi, 2008). 
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       D’après les courbes de l’acidité et du pH  présentées dans les figures 10 et 11 :  

Nous avons observé quelque soit le type de yaourt la diminution du pH correspond à 

l’augmentation du l’acidité durant 270 min d’incubation.   

La  valeur initiale de pH égale à 6,8 qui correspond  à une valeur d’acidité de 22°D  

(Loukrif et al., 2019), cette valeur est supérieure à celle signalée  par Majdi (2008) qui a 

trouvé à un  pH = 6,4 une valeur d’acidité égale à 20°D.  

Au cours du temps les valeurs du pH ont diminué progressivement  jusqu'à pH à 4,84 

pour la fermentation sous  l’action  des ferments immobilisés et un pH égal 4,75  pour les 

ferments libres au  bout 270 min. 

Les valeurs de l’acidité ont subi une augmentation très remarquable durant la période 

allant 2 à 4h, elle devient très rapide à la fin d’incubation qui atteint 78 °D (Loukrif et al., 

2019). Cette valeur est supérieure à celle trouvée pour les ferments libres de70°D.     

Mais, dans les deux cas les valeurs d’acidité sont comprises dans l’intervalle donné par  

Romain et al., ( 2008), soit 70 à 80 ° D pour les yaourts fermes. 

       L’observation de l’allure de deux courbes dans les deux cas montre qu’il y a une relation 

inversement proportionnel entre le pouvoir acidifiant et le pouvoir de dégradation du lactose. 

Le lactose sucre naturellement présent dans le lait est le substrat que les bactéries 

lactiques utilisent comme nutriment principal en particulier S.thermophilus dont la croissance 

précède celle de L.bulgaricus dans la symbiose du yaourt. L’acide lactique est le résultat de 

cette fermentation diminue le pH du lait entrainant des modifications de conformation des 

protéines laitières et leur précipitation, et donc la texturisation et l’épaississement du lait. 

L’activité des bactéries lactiques en particulier L.bulgaricus, transforme également d’autres 

composés présents dans le lait : les produits de fermentation jouent un rôle important dans 

l’arome des différents laits fermentés (Bourlioux , 2011). 

Dans les laits  fermentés, particulièrement les yaourts, la cinétique d’acidification des 

deux espèces lactiques est d’évolution différente voir contradictoire ce trait est lié aux 

caractéristiques physiologiques, biochimiques des deux espèces lactiques utilisées 

Streptococcus thermophilus ayant une vitesse élevée d’acidification (Merbai et al., 2010). 
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Cette espèce est victime d’abaissement du pH contrairement à Lactobacillus bulgaricus ayant 

un pH optimum de croissance au tour de 04,90 (espèce acidotolérante) (Angelov et al., 2009).    

 3.2. Paramètres microbiologiques 

 3.2.1. Croissance bactérienne 

  Les résultats donnés par Loukrif et al., (2019),  ont représenté l’évolution des bactéries 

immobilisées et libres en fonction du temps est présentée dans La figure.  

 

Figure 12 : Croissance des ferments lactiques immobilisés dans le yaourt ferme.  

 

       Elles ont remarqué que les levains immobilisés donnent un temps de coagulation 

d’environ 4h30 cette durée est supérieure à celle mentionnée par Dilmi Bouras et Sadoun, 

(2001) soit 2 à 3h pour les cellules libres. Ces  différences sont dues à la formation d’un 

biofilm. 
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4. Représentation des articles 

        Pour l’étude de l’immobilisation on a fait une synthèse des travaux précédents : sur 

l’immobilisation des cultures lyophilisées à alginates de Streptococcus thermophilus et 

comparer les activités acidifiantes de ces cultures réhydratées avec des inoculants liquide 

libres, l’immobilisation des bactéries lactiques par des particules argileuses (Bentonites de 

Maghnia), la modélisation de la fermentation par la fixation de l’acide lactique par l’argile 

anionique et la sélection des paramètres d’opération favorables pour obtenir une qualité 

élevée de yaourt, les facteurs affectant l’adsorption des cellules microbiennes.  

4.1  Les résultats de  l’article de Champagne et al., (2000). 

 Cette étude consiste à préparer des cultures lyophilisées immobilisées à l’alginate de 

Str.thermopilus et comparer les activités acidifiantes de ces cultures réhydratées avec 

des inoculants liquides classiques pour culture libre.  

       La Figure13 représente la croissance de Streptococcus thermophilus BT1 dans des billes 

d'alginate à 37 °C. 

 

 

Figure13 : Croissance de Streptococcus thermophilus BT1 dans des billes d'alginate à 37 °C. 

 

       Croissance de Str. thermophilus BT1 était visible dans d’alginate et la population 

atteignait10
10

 UFC/g 
 
après 6h d’incubation. Une incubation supplémentaire 3h n’a pas 

augmenté la population. Ainsi, ils ont récupéré les billes et ré-inoculée dans le lait frais avec 
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encore 6h d’incubation cela n’a pas amélioré le niveau de biomasse (Figure13). L’extension 

de l’incubation à 42ºC/24h a provoqué une mort significative car aux cours de la sur-

incubation des cultures dans l’acide lactique peut s’avérer toxique.  

       Les Figure 14 et 15 donnent Influence de temps de latence et le pH final en fonction de 

niveau d’inoculation. 

 

                                                                              

Figure 14 : Influence de temps de latence en               Figure 15: Influence du pH final en                                                   

fonction de niveau d’inoculation.                                          fonction de niveau d’inoculation. 

o Culture cellulaire libre 

 Technologie des cellules immobilisées 

       Ils ont indiqué une courbe d’acidification des cellules immobilisées similaire dans la 

fabrication du fromage à celle d’une culture cellulaire libre du lait classique sauf les valeurs 

de pH finales inférieures des TCI par rapport  les cultures libres, cette différence n’est pas 

importante. Il y a des effets significatif du niveau d’inoculation sur le temps de latence 

(figure14), le taux d’acidification maximum et sur le pH ou moment auxquels le taux 

d’acidification est plus élevée (figure 15).  
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L’inconvénient principale de cette approche est le cout et nécessite des travaux sur l’effet de 

la réduction des tailles des billes alginate. 

4.2 Les résultats de  l’article de Moulay et al., (2016)  

 Le but de cet article est de tester d’habilité de l’association des bactéries lactiques 

(Lactococcus diacetylactis, Lactobacillus fermentum et Streptococcus thermophilus) 

par des particules argileuses. 

       Figure 16 indique les courbes de croissance des souches bactériennes en fonction du 

temps dans le culot : Lactobacillus fermentum, Lactococcus lactis subsp.lactis biovar. 

diacetylactis, Streptococcus thermophilus. 

  

 

 

Figure 16 : Courbes de croissance des souches bactériennes S1, S2 et S3 en fonction du 

temps dans le culot 

                                 S1 : Lactobacillus fermentum 

S2 : Lactococcus lactis subsp.lactis biovar. diacetylactis 

                               S3 : Streptococcus thermophilus. 
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       L’augmentation du nombre de cellules bactériennes immobilisées sur les particules 

argileuses sont montrées dans la figure 16, indiquant qu’après 4h d’incubation, l’argile est 

fixé les souches Lactococcus diacetylactis et  Streptococcus thermophilus jusqu’à 72×10
7  

et 

70×10
7  

UFC/ml respectivement. 

       Alors que pour les souches Lactobacillus fermentum  a un nombre de 20×10
6 

 
 
UFC/ml.  

        Ils ont même observé une forte augmentation de la croissance des Lactococcus 

diacetylactis jusqu’à 85×10
7  

UFC/ml après 16h d’incubation qui indiquant que l’argile a  un 

rôle catalytique. 

        Selon Dommergues et Mangenot (1970), les particules argileuses en suspension ont des 

charges négatives, mais à la fin de leurs feuilles fiscaux apparaissent des charges positives. 

Par conséquent, il est possible d’adhésion entres les cellules microbiennes et les particules 

argileuses dues à des forces électrostatiques. 

        L’adhésion bactérienne par un support se fait par deux étapes : la première étape est 

physique, instantanée et réversible, la deuxième étape lie à la physiologie de la bactérie.  

4.3 Les résultats de  l’article de Vasilica et al., (2014) 

       Tableau indique influence des variables expérimentales de températures et rapport argile / 

lait  sur la cinétique du processus de fermentation. 

       Tableau 07 : influence des variables expérimentales  sur la cinétique du processus de 

fermentation. 
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        Par conséquent à partir des expériences menés dans les différentes conditions opératoires 

ont résumé dans le tableau 07 (essais 1à 24),  ils ont trouvé seules  huit essais   ( 2, 3,6, 7, 14, 

15,18 ,19) sont favorables pour obtenir un yaourt  de meilleur qualité à faible coût, 

caractérisée par des valeurs maximales de viscosité dynamique (0,155pa.s) et de concentration 

de LAB viable ( N=1,58.107 UFC/g, un indice de synérèse minimale (S=22,37%) et un 

coagulum crémeux à été obtenu à t = 43 C° et R= 5g /l. la présence des particules d’argile 

anionique retiennent le LA produit dans le milieu de fermentation et réduisent son effet 

inhibiteur sur la croissance du LAB, tandis que le champ ultrasonique intensifie le processus 

de rétention du LA en diminuant l’épaisseur de la couche limite et en augmentant le taux de 

transfert de masse.  
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D’après Suzana et al., (2013), l’ensemble des facteurs affectant l’adsorption des cellules 

microbiennes : 

 L’âge et le stade physiologiques des cellules ; 

 La structure de la bactérie (flagelle et autres appendice) ; 

 La composition de milieu : son pH et les conditions environnementales ; 

 Les propriétés de surface et la taille des absorbants affectent également le processus de 

l’immobilisation ; 

 Les adsorbants inorganiques sont résistants à la dégradation biologique, sont abordables 

et peuvent être facilement régénéré, mais ils sont solubles dans les milieux alcalines. 
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                                                        Conclusion 

 Toute entreprise de transformation alimentaire a un objectif premier de mener à bien 

ses étapes de fabrication afin d’obtenir un produits respectant les critères de qualité 

microbiologique, physico-chimique et sensorielle. 

 Notre étude a porté sur l’isolement de l’espèce Streptococcus thermophilus à partir 

de yaourts nature (SOMMAM et HODNA) et les immobiliser par un support argileux 

(bentonite de Maghnia) pour la fabrication d’un yaourt ferme. 

 Les résultats de l’identification révèlent que les Streptocoques forment des petites 

colonies blanchâtres, sphériques. Elles sont des Gram positif, disposées en chainettes et à 

catalase négatif et homofermentaire. 

L’étude de la croissance bactérienne et les analyses physico-chimiques montre que 

l’acidité Dornic augmente proportionnellement  avec le nombre des bactéries alors que le pH 

qui diminué est inversement proportionnel à l’évolution de nombre des bactéries. 

Dans l’étude de l’article de Champagne et al., (2000) qui préparent des cultures 

lyophilisées immobilisées  de Streptococcus thermophilus à l’alginate ils ont trouvé une 

population à attient 10
10

 UFC/g après 6h d’incubation dans des billes alginates et ces cultures 

avaient une courbe d’acidification similaire à celle d’une culture des cellules libres dans 

liquide classique à l’exception des valeurs de pH finale aux cour de la production de fromage. 

Par conséquent, cette étude démontre une approche réussie pour augmenter l’activité 

acidifiante par ces cultures immobilisées mais des travaux supplémentaires sont  nécessaires 

sur l’effet de la réduction de la taille des billes sur la texture et les propriétés de protection 

contre les phages. 

Concernant l’étude de Moulay et al., (2016), ils ont monté la capacité des bactéries 

lactiques d’adhérer avec des particules argileuses de type Bentonite (Maghnia) par la 

formation d’un biofilm. Les particules argileuses immobilisant mieux Lactococcus 

diacetylactis et  Streptococcus thermophilus jusqu’à 72×10
7  

et 70×10
7  

UFC/ml 

respectivement et Lactobacillus fermentum elles  n’ont fixés que 40×10
6
 

 
UFC/ml, alors ils 

ont indiqués que l’argile a un rôle catalytique. 

Dans une autre étude sur la modélisation de la fermentation par la fixation de l’acide 

lactique par l’argile anionique : Vasilika et al., (2014), ils se montrent la meilleure qualité de 

yaourt  à faible coût caractérisée par une viscosité maximale et un nombre LAB viable et un 

indice de synérèse minimale et un coagulum crémeux à été obtenu à : t = 43 C° et R= 5g /l en 

raison d’une teneur élevée en LAB viable et de la présence d’argile aux propriétés antiacides 

ce produit peut avoir des avantages significatifs pour la santé .  

Cette étude mérite d’être  repris et approfondir  par des travaux complémentaire afin 

de confirmée l’utilisation de la technologie des cellules immobilisée dans l’industrie laitier 
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                                            Annexe 01 

Composition des déférents milieux de cultures utilisés  

 Gélose M17  

Soduim glyérophosphate                         19g 

Soy peptone                                             05g 

Beef  Extract                                            05g 

Lactose  05g 

MeatPeptone                                           2,5g 

CaseinPeptone 2,5g 

Yeast Extract                                          2,5g 

Ascorbic Acid                                        0,5g 

Maghnesium Sulfate                            0,25g 

Bacteriological agar                           12,75g 

 

 Gélose MRS 

 

Dextrose                                                  20g 

Bacteriological Peptone                          10g 

Beef Extract                                            04g 

Dipotassium Phosphate                           02g 

Ammonium Citrate                                 02g 

Tween 80                                                01g 

Magnesium Sulfate                                0,2g 

Manganese Sulfate                               0,05g 

Bacteriological Agar                               01g 

                     

 

 



 

 
 

 

 Milieu M17 bouillon (Oxoid ou Merck) 

Disodium Glycerophosphate                   19g       

Tryptone                                                  05g     

Soy pepetone                                           05g     

Beef Extract                                             05g      

Yeast Extract                                           05g      

 Ascorbic Acid                                       0,5g 

 Magnesium sulfate                              0,25g    

 

 Milieu MRS Bouillon (Man Rogosa et Sharpe) 

Dextrose                                                   20g   

Bacteriological  peptone                          10g 

Beef Extract                                             08g 

Sodium acetate                                        05g 

Yeast extract                                            04g  

Dipotassium phosphate                           02g 

Magnesium sulfate                                  0,2g   

Manganese sulfate                                 0,05g   

 

 

 

                                                                   

 

 

 



 

 
 

                                                        Annexe 02 

Coloration de Gram 

      La coloration de Gram a été effectue par les étapes suivants : 

 Stérilisation se la lame de microscope ;   

 Place l’échantillon sur la lame ; dépose quelque goutte de l’eau distille sur lame puis a  

l’aide de  l’anse d’inoculation prélever des bactéries cultivées en boite pétri et mélangé  dans   

la goutte d eau ; 

 Fixation de la bactérie : fixation a la chaleur par le passage de la lame dans la flamme 

de bec bunsen  deux ou trois fois ; 

 Place la  lame sur un bac de coloration ; 

 Verser du cristal violet sur la lame préparée (pendant 30/60 seconde) ; 

 Rinçage doucement le cristal violet à l’aide de l’eau distillée ; 

 Recouvrir le frottis d’iode sous forme de solution de lugol 1min pour le   mordançage  

et puis le rinçage ; 

 La décoloration par l’ajout de l’alcool quelque seconde rinçage obligatoire et rapide ;  

 Verser un coloration sur le frottis ; la safranine ou la fushine pendant 1min ;  

 Séchage de la lame ; 

 Analyser la coloration ; par une observation microscopique à l’aide de l’huile 

d’immersion (Gram + couleur voilette, Gram-couleur rose). 

 

 

 

 

 

 

 

                                                      

                                                  



 

 
 

                                                       Annexe 03 

 

 

                                              Photo 01 : les échantillons 

                        

Photo 02 : Souches lyophilisées 

 

                                                        



 

 
 

                                              Annexe 04 

       Cinétique des paramètres physico-chimiques et de croissance 

bactérienne immobilisées  (Loukrif et al., 2019). 

Tableau 10 : Les valeurs de la variation de pH en fonction du temps. 

   Tableau 11 : Les valeurs de l’acidité en fonction du temps. 

Temps (min) 

 

0 30 60 90 120 150 180 210 240 270 

Acidité °D 

 

22 23 24 26 28 33 42 50 52 78 

 

 Cinétique des paramètres physico-chimiques de yaourt étuvé  

                               (Majdi, 2008) 

Tableau 12: Les valeurs de la variation de pH en fonction du temps  

Temps (Min) 0 30 60 90 130 200 215 230 250 270 

pH 6,4 6,35 6,35 6,3 6,2 5,35 5,25 4,8 4,75 4,75 

 

Tableau 13 : Les valeurs de l’acidité en fonction du temps  

Temps (Min) 0 30 60 90 130 200 215 230 250 270 

Acidité °D 20 21 21 22 25 42 45 68 69 70 

 

 

 

Temps (min) 

 

0 30 60 90 120 150 180 210 240 270 

pH 

 

6.38 6.36 6.07 6.07 5.98 5.85 5.68 5.53 5.31 4.84 



 

 
 

Tableau 14 : les valeurs de nombre de micro-spotsen fonction de temps. 

Temps 

(min) 

0 30 60 90 120 150 180 210 240 270 

Log n 

 

3 3.23

5 

5.6253 5.7632 5.686 6.0213 6.91 6.2535 6.0032 5.019 

 

. 

 

 

 

 

                                

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Résumé 

Nous avons réalisé une étude sur l’effet de l’immobilisation de Streptococcus thermophilus par des 

particules argileuses (bentonite de Maghina) sur les paramètres de coagulation du lait.  En premiers lieu on 

a fait une étape d’isolement  et purification de la souche à partir  de yaourts nature de marque 

(SOUMMA /HOUDNA)  et à partir des grains des souches lyophilisées.  Puis, on a ré-identifié ces isolats 

par des tests morphologiques et biochimiques qui ont  confirmé que ces dernières sont  des couques à 

Gram positif, catalase négative et de type homofermentaire. Et la deuxième partie consiste  à 

l’immobilisation de S.thermophilus pour distinguer leurs effets sur la cinétique des paramètres physico-

chimiques et la croissance bactérienne.  

L’étude de l’évolution bactérienne et l’acidité Dornic révèle que a une relation inversement proportionnel 

entre le pouvoir acidifiant et le pouvoir de dégradation du lactose  l’évolution de la croissance bactérienne  

et aussi d’autre résultat montre que la courbe d’acidité des cultures immobilisées est similaire à celle des 

cultures libres. En outre le produit obtenu est de bonne qualité.   

Mots clés : Bentonite, immobilisation, Streptococcus thermophilus, cinétique  

 

 

  

 انًهخص

فٍ ’عهً يعايلاخ ذخثز انحهُة (تُرىَُد يغُُح)عهً انصهصال  Streptococcus thermophilus نقذ أجزَُا دراسح حىل ذأثُز 

ذثثُد  انخطىج الأونً قًُا تعشل و ذُقُح انسلانح يٍ انشتادٌ انسادج َىع حضُه وصىياو و يٍ حثاخ انسلانح انًجففح ثى قًُا تإعادج ذحذَذ 

انسلانح عٍ طزَق ذجارب يُكزوتُىنىجُح وكًُُائُح  انحُىَح انرٍ اذضح يٍ خلانها أٌ هره الأخُزج اَجاتُح انغزاو عهً شكم يكىراخ  

.و َرُجح انرخًز يرجاَسح’ كرلاس سانة’ عُقىدَح  

و انجشء انثاٍَ خصص نذراسح ذأثُز انرثثُد عهً انًعايلاخ انكًُُائُح انحُىَح و ًَى انثكرُزَا ذكشف دراسح ذطىر انثكرُزَا و انحًىضح 

.دورَُك عهً وجىد علاقح عكسُح تُُهًا و تٍُ ذحهُم انهكرىس  

.كًا اضهزخ َرائج أخزي أٌ انثكرُزَا انًثثرح و انحزج نهًا َفس يُحً انحًىضح تالإضافح إنً انًُرج انذٌ ذى انحصىل عهُه دو َىعُح جُذج   

Streptococcus thermophilus ’ يعايلاخ’ حزكُح’   تُررىَُد ذثثُد انكهًاخ انًفراحُح    

                                                                                                

 

  

Astract 

We conducted a stady on the effect  of immobilization of Streptococcus thermophilus on Bentonite Clay 

Particles of Maghnia on the coagulation parameters of milk. The first step was isolation of the strains from 

naturel yogourt (SOUMMAM and HODNA) and from the grains strains freeze-dried. Then, we re-

identified these isolates by morphological and biochemicals tests, which confirmed that they are Gram 

positive, catalase negative, homofermentative-type. And the second part consists in the immobilization of 

S.thermophilus to distinguish their effects on the kenitic from the physico-chemicals parameters and 

bacterial growth. 

Study of bacterial evolution and acidity dornic reveals that has an inversely proportional relationship 

between acidity and pH and the evolution of bacterial growth. Other stady shows that the acidity curve of 

immobilized cultures is similars to that o free cultures. 

In addition, the product obtained is with good quality.  

Keywords : Bentonite, immobilization, Streptococcus thermophilus, kenitic, parameters 

 

  


