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3. Mettre en pratique les connaissances scientifiques

La fabrication du yaourt repose sur l’action de bactéries lactiques
 sur les composants du lait qui conduit à l’obtention d’un coagulum
 de consistance plus ou moins ferme.

Un micro-organisme, en particulier une bactérie, produit par son activité cellulaire, des substances dont les propriétés trouvent des applications industrielles comme dans le cas de la fermentation lactique, par exemple. Cette activité cellulaire fait intervenir des enzymes qui agissent dans des conditions préférentielles de température, de pH et en présence de lactose plus ou moins abondant. Chaque micro-organisme est caractérisé par sa température optimale de croissance. 

3.1. Rôle des microorganismes dans la transformation du lait en yaourt

- La fabrication du yaourt désigne un produit laitier coagulé obtenu par fermentation lactique grâce à l’action de 2 bactéries exclusives, Lactobacillus bulgaricus et Streptococcus thermophilus, sur le lait (pasteurisé ou concentré ou partiellement écrémé enrichi en extrait sec). 

– En fin d’incubation, si le yaourt est aigre ou que le sérum se sépare, la préparation peut avoir été trop longue ou le refroidissement trop lent. Une température de préparation basse (42-44°C) favorise le développement du streptocoque et donc la production d’arômes ; une température plus haute (45-46°C) favorise le développement du lactobacille et donc la production d’acide.
– En fin de fabrication, on peut constater que rien ne s’est passé dans le pot non ensemencé (témoin) et conclure que les microorganismes apportés par le yaourt du commerce sont nécessaires à la transformation du lait en yaourt,

– Suivre le changement de texture du produit au cours de la fabrication en trempant délicatement une cuillère dans un pot ensemencé (toujours le même pour ne pas perturber le processus de caillage du lait dans les autres pots).
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– Apprécier les changements de goût et de texture en comparant le lait et le yaourt maison. 
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3.1.1. Observation au microscope optique

Pour observer les microorganismes, qui interviennent dans la fabrication du yaourt, plusieurs étapes sont nécessaires :

3.1.1.1. Étalement et séchage

- A l’aide d’une öse bouclée
, on prélève une goutte du yaourt maison, on la dilue dans un peu d’eau et on étale une goutte de la suspension en un film mince et régulier sur la surface d’une lame propre.

- La fixation par la chaleur de la préparation est effectuée en tenant la lame, frottis sur le dessus, par une pince et la passer 3 à 4 fois dans l'air chaud au-dessus de la veilleuse d'un bec Bunsen ou d’une lampe à alcool. Attention à ne pas se brûler ! Le séchage de la suspension peut éventuellement s'effectuer en posant la lame sur une platine chauffante réglée à 37°C.
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3.1.1.2. Coloration au bleu de méthylène

La coloration au bleu de méthylène est une coloration rapide, économique et d'usage courant. 

- Sur le frottis fixé et refroidi, faire couler la solution de bleu de méthylène jusqu'à ce que toute la lame soit recouverte.

- Laisser agir 1 minute.

- Rincer abondamment la lame avec le jet d'une pissette d'eau distillée, ou à l'eau du robinet jusqu'à élimination des colorants en excès.

- Sécher à l'air ou sur une platine chauffante, ou encore sécher délicatement entre deux feuilles de papier-filtre fin (ou buvard), sans frotter.
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Pour l’observation microscopique, il faut réaliser dans l’ordre les opérations suivantes : 

✓- Placer le microscope devant soi, la crosse vers soi. 

✓- Avant toute utilisation, vérifier qu’il ne manque aucune pièce au microscope, sinon le signaler immédiatement. 

✓- S’assurer que l’objectif le plus faible est mis en place. 

✓-  Disposer la lampe de manière à recevoir le faisceau lumineux sur le miroir. En aucun cas la lampe ne doit toucher le miroir ou la platine, car vous pourriez vous brûler. 

✓- Pour s’assurer que le maximum de lumière traverse le bloc optique, regarder par l’oculaire en l’absence de toute préparation. 

✓- Placer la préparation sur la platine, la lamelle au-dessus de la lame, bien au centre du trou. 

 ✓- Mettre au point avec le plus faible grossissement : descendre, en regardant de côté, le tube à l’aide de la vis macrométrique au plus près de la lame et le remonter lentement en regardant dans l’oculaire jusqu’à ce que la préparation apparaisse nette. 

✓- L’observation est alors possible à plus fort grossissement, après avoir pris soin de bien centrer son sujet d’étude. 
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Note : 

- S’assurer que la lamelle est propre, non mouillée, afin de ne pas salir les objectifs. Ne jamais appuyer dessus avec l’objectif qui ferait déborder du liquide ou qui briserait la lamelle. 

- Le grossissement total est le produit de celui de l’oculaire par celui de l’objectif. 

Pour observer les bactéries lactiques, on peut tout simplement prélever une petite quantité de yaourt que l’on dilue avec 1 ou 2 gouttes d’eau afin d’obtenir une suspension que l’on place entre lame et lamelle. 

Cela donne un résultat moins esthétique, mais on l’obtient facilement et les élèves peuvent voir, d’une part, les changements physiques, sous forme d’amas de caséine, dus à la coagulation des protéines du lait
 et, d’autre part, " bouger " des files de streptocoques ou de lactobacilles sous l’effet de la chaleur de l’éclairage du microscope. 

Effectivement, cela n’est pas toujours évident de réaliser une mise au point lors d’un état frais. Il faut déjà être sur d’avoir réalisé une bonne suspension, ni trop dense, ni insuffisante.
On observe 2 sortes de bactéries :

1 - Les bacilles : ce sont des bactéries en forme de bâtonnets, isolées ou attachées en file. Il s'agit de Lactobacillus bulgaricus. Elles sont immobiles car elles ne possèdent pas de cils
.

2 - Les streptocoques : il s'agit cette fois de bacilles en forme de petites boules (= coques) reliées en chaînettes plus ou moins longues (= streptocoques). La variété la plus fréquente dans le yaourt est Streptococcus thermophilus.


Note :

La coloration au bleu de méthylène est intéressante pour l'observation rapide des frottis, mais elle permet seulement l'étude de la morphologie des bactéries.
3. Dépôt sur la lame





2. Prélèvement à l’aide d’une öse bouclée





1. Stérilisation





4. Réalisation du frottis





5. Fixation à la chaleur





2. Rinçage et séchage





1. Coloration





Pour l’observation des bactéries contenues dans le yaourt, on utilise un objectif à immersion (x 100) et un oculaire x 10 (grossissement x1000).
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Streptococcus thermophilus et Lactobacillus bulgaricus colorés au bleu de méthylène et observés au microscope





Observation microscopique de bactéries, à l’état frais, contenues dans le yaourt : Streptococcus thermophilus (flêche en pointillés) et Lactobacillus bulgaricus (flêche pleine).











� Bactérie utilisée dans la fabrication de yaourts et de fromages.


� Masse de substance coagulée.


� Instrument en alliage de platine servant au prélèvement.


� Un grossissement x 400 (40 x 10) est suffisant pour l’observation.


� Ce sont des filaments extrêmement fins, invisibles au microscope optique qui aident les bactéries à se déplacer dans les milieux liquides et nutritifs.
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