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Contrôle des paramètres de la fermentation lactique 

dans la fabrication DU YAOURT

1.La fermentation:

1.1.Ensemencer:
Dans un erlenmeyer  stérile introduire:

10 g ou 10 mL de Yaourt du commerce (stériliser le couvercle du yaourt et  le percer avec une pipette stérile)

190 mL de lait UHT préalablement tiédi à 44°C (utiliser une éprouvette de 250 mL stérile)

Homogénéiser

1.2.Répartir:
Répartir le mélange à raison de 10 mL par tube dans 10 tubes à essais étiquetés selon la grille de travail ci-après:

	tube
	pH (Hx1)
	H01
	H11
	H21
	H31
	H41

	
	Lactose (Hx2)
	H02
	H12
	H22
	H32
	H42

	durée d'incubation à 44°C
	0
	1h
	2h
	3h
	4h


Boucher les tubes avec du papier aluminium

Placer les tubes H01 et H02 immédiatement  dans un bain de glace fondante.

1.3.Incuber:

· Incuber les autres tubes dans un bain-marie agité à 44°C

· A chaque temps indiqué dans le tableau de travail  sortir le ou les tube(s) du bain-marie et les mettre en attente dans la glace fondante.

· Observer le contenu des tubes et noter les modifications macroscopiques apparues.

2. Mesure du pH et de l’acidité:

2.1.Acidité titrable: C’est l’acidité dosable par la soude en présence de phénolphtaléine comme indicateur.

Protocole:
· Vider le contenu d’un tube Hx1  dans un bécher de 25 mL.

· Rincer le tube avec 10 mL d’eau distillée ; recueillir les eaux de rinçage.

· Mesurer le pH.

Ajouter:

Phénolphtaléine.....................4 gouttes

· Doser par lune solution d'hydroxyde de sodium de concentration  c = 0,1 mol/L jusqu’à teinte rose persistante pendant une dizaine de secondes (pH = 8,7).

· Noter  le volume de NaOH versé.
Résultats:

· Calculer l'acidité titrable en g d'acide lactique par litre dans le yaourt

donnée: acide lactique  90 g/mol

· Compléter le tableau de résultats.

	temps (h)
	aspect des tubes
	pH mesuré
	acidité : V NaOH (mL)
	acidité titrable (g/L)

	0
	
	
	
	

	1 h
	
	
	
	

	2 h
	
	
	
	

	3 h 
	
	
	
	

	4 h
	
	
	
	


3. Dosage du lactose et du galactose :

3.1. Préparation des filtrats neutralisés :

Préparer les filtrats F0 à F4 à partir des tubes H02 à H42.

Introduire dans un bécher  étroit:

* contenu du tube H..................................2 mL

* acide trichloracétique à 3 mol/L...............1 mL

* eau distillée...........................................20 mL

Laisser reposer 10 minutes
Neutraliser avec une solution  de NaOH à 1 mol/L  en amenant le pH à 7 au pH-mètre.

Transvaser dans une fiole jaugée à 100 mL.
Compléter avec de l’eau distillée jusqu’au trait de jauge.

Filtrer.
3.2. Dosage du lactose sur les filtrats F  par méthode à la POD :

Sachant que le lait contient environ 50 g de lactose /L , déterminer la concentration en lactose dans chaque échantillon Ht2  à partir des filtrats F obtenus.

Protocole:

	Echantillon
	100 µL

	tampon acéto-acétate pH 4,5
	200 µL

	solution de -galactosidase
	100 µL

	incuber 30 minutes à 37°C

	tampon phosphate pH 7 ; 1 mol/L
	200 µL

	Réactif GOD
	2 mL

	Incuber 15 min à 37°C.

Lire l'absorbance à  510 nm contre un témoin


Etalonnage:

A partir d'une solution étalon de lactose,1H2O à 10 mmol/L ,réaliser un étalonnage de la méthode avec une gamme de solutions étalon  de concentration allant de 0 à 5 mmol/L en lactose.

Résultats :

· Établir un tableau de colorimétrie

· Tracer la courbe d'étalonnage avec un logiciel de régression. Indiquer les paramètres de régression

· Déterminer la concentration en lactose monohydraté (g/L) dans chaque tube

3.3. Dosages du lactose et du galactose: (méthodes UV)

Cette partie du TP sera réalisée par binôme en prenant les filtrats F0 et F4 d'un poste.

Principe:

Le lactose est hydrolysé en D-glucose et D-galactose par la -galactosidase. Le D-galactose est oxydé par le NAD+ en acide galactonique en présence de -galactose déshydrogénase.

(1) Lactose + H2O ------------galactosidase----------------> D-glucose + D-galactose

(2) D-galactose + NAD+ -------GalDH------------------------> acide galactonique + NADH,H+

C’est un dosage en point final. La quantité de NADH produite est déterminée par son absorbance à 340 nm.

Dans un échantillon qui contient à la fois du lactose et du D-galactose, il est possible de déterminer la concentration de chacun des sucres en faisant 2 essais:

1er essai: réactions (1) et (2) --> dosage du lactose et du D-galactose

2e essai: réaction (2) seulement-----> dosage du D-galactose

La concentration du lactose est obtenue par différence.

Réactifs:
Solution 1: tampon citrate pH 6,6/NAD/MgSO4/stabilisants

Solution 2: suspension de -galactosidase

Solution 3: tampon phosphate pH 8,6/stabilisants

Solution 4: suspension de -galactose déshydrogénase.

Solution 5: solution de lactose, 1 H2O à 1 g/L pour les contrôles

Solution 6: solution de D-galactose à 0,5 g/L pour les contrôles

Préparations des échantillons : cf.  Fiche technique SCIL ™ Lactose/D-Galactose Ref. 1213(1002784)

Vérifier que les échantillons ont des concentrations compatibles avec le protocole.

Spécifications:

	Longueur d'onde
	340 nm

 = 6,3 (l x mmol-1 x cm-1)

	Cuvettes de mesure
	1,00 cm (verre; plastique)

	Température
	+20 à + 25°C

	Mesure
	contre l'air ou l'eau

	Échantillons
	4 à 200 µg de lactose +D-galactose dans 0,1 à 0,5 mL d'échantillon


Protocole:

	
	blanc lactose
	L0
	L4
	Blanc galactose
	G0
	G4

	sol.1 (ml)
	0,100
	0,100
	0,100
	0,100
	0,100
	0,100

	sol.2 (mL)
	0,025
	0,025
	0,025
	-
	-
	-

	éch.(mL)
	-
	0,050
	0,050
	-
	0,050
	0,050

	Mélanger. Incuber 20 min à 20-25°C

	sol.3 (mL )
	0,500
	0,500
	0,500
	0,500
	0,500
	0,500

	eau (mL)
	1,00
	0,950
	0,950
	1,025
	0,975
	0,975

	Mélanger. Attendre 3 min à la température du laboratoire. 

Lire l'absorbance A1 à 340 nm contre de l'eau distillée

	A1
	
	
	
	
	
	

	sol.4 (mL)
	0,025
	0,025
	0,025
	0,025
	0,025
	0,025

	Mélanger. Incuber 30 min à 20-25°C.

 Lire l'absorbance A2 à 340 nm contre de l'eau distillée

Répéter la mesure après 5 min

	A2
	
	
	
	
	
	


Les prises d’essais sont directement introduites dans les cuvettes à usage unique utilisées pour les lectures d’absorbance.

Le nom de chaque colonne correspond à l’échantillon introduit dans la cuvette correspondante.

On peut réaliser: ( en fonction des réactifs disponibles)

· standard lactose, 1 H2O : 1 g/L




· standard galactose: 0,5 g/L  D-galactose

Résultats et calculs:

· Pour chaque tube calculer A = A2-A1 et  Acorrigé = Aessai-Ablanc

· Dans les tubes G:  on dose le galactose   Agalactose = Acorrigé

· Dans les tubes L: on dose le bloc lactose /galactose   Alactose = Acorrigé-Agalactose de G

Calculs:

· Établir la formule de calcul de la concentration  massique en lactose et en galactose dans chaque échantillon.

· Calculer la concentration massique en lactose-monohydraté et en D-galactose dans les échantillons F0 et F4.
4. Dosage de l’acide L- lactique: 

Cette partie du TP sera réalisée par binôme en prenant les filtrats F0 et F4 d'un poste.

Principe:
L’acide lactique est oxydé en pyruvate par la L-lactate déshydrogénase.

L-lactate + NAD+ --------------L-LDH---------> pyruvate   + NADH,H+

La réaction précédente est rendue totale en faisant disparaître le pyruvate sous l’action d’une deuxième enzyme, la glutamate pyruvate transaminase:

Pyruvate + L-glutamate -----------GPT---------> L-alanine + 2-oxoglutarate

L’augmentation de la concentration en NADH,H+ est déterminée en mesurant son absorbance à 340 nm.

Réactifs:

Solution 1: tampon glycylglycine de pH 10,  acide glutamique, stabilisants.

Solution 2 : NAD+

Suspension 3 :glutamate pyruvate transaminase

Solution 4: L-lactate déshydrogénase

Solution étalon d’acide L-lactique (sel de calcium ou de lithium)  à 0,15 g/L

Mode opératoire:

Le mode opératoire est décrit dans le tableau  2. Chaque colonne correspond à une cuve de spectrophotomètre . Le nom de la colonne indique la nature de l’échantillon introduit dans la cuve. Les volumes sont en mL.

cor =   essai- A blanc

Spécifications:

	Longueur d'onde
	340 nm

 = 6,3 (l x mmol-1 x cm-1)

	Cuvettes de mesure
	1,00 cm (verre; plastique)

	Température
	+20 à + 25°C

	Mesure
	contre l'air ou l'eau

	Échantillons
	0,3 à 30 µg d'acide L-lactique dans 0,1 à 1 mL d'échantillon


Tableau 2: Dosage de l’acide L-lactique
	
	blanc (mL )
	AL0 (mL )
	AL4 (mL)

	solution 1
	1
	1
	1

	solution 2
	0,2
	0,2
	0,2

	suspension 3
	0,02
	0,02
	0,02

	échantillon
	
	0,1
	0,1

	eau distillée
	1
	0,9
	0,9

	
	Mélanger. attendre 5 min à 20-25°C. Lire A1.

	A1
	
	
	

	solution 4
	0,02
	0,02
	0,02

	
	Mélanger. Incuber 30 min. Lire A2.

Répéter la mesure après 2 min

	A2
	
	
	

	A=A2-A1
	
	
	

	Acor
	
	
	

	(lactate)g/L
	
	
	


Résultats:

· Établir une formule littérale de calcul de la concentration massique en acide L-lactique.

· Déterminer la concentration massique en acide L-lactique dans les échantillons AL0 et AL4.

5. Exploitation des résultats:
· Déterminer l’augmentation d’acidité titrable en 4 heures de fermentation (mmol d'ions H+/L et en g d'acide lactique/L)

· Déterminer la production d’acide lactique en 4 heures de fermentation. (g/L) ar :

· méthode volumétrique

· méthode enzymatique UV

· Déterminer la quantité de lactose disparu  en 4 heures et pour 1 L.

· méthode volumétrique

· méthode enzymatique UV

· Comparer les valeurs obtenues  par les différentes méthodes. 

· Déduire le mode d’utilisation du lactose  au cours de la fermentation.

· Compléter le tableau suivant:

	Temps  (H)
	pH
	acidité titrable (g/L)
	acide L-lactique UV

(g/L)
	Lactose (g/L)
	Galactose (g/L) UV

	
	
	
	
	POD
	UV
	

	0
	
	
	
	
	
	

	1
	
	
	-
	
	-
	-

	2
	
	
	-
	
	-
	-

	3
	
	
	-
	
	-
	-

	4
	
	
	
	
	
	


· Représenter sur un même graphique avec des échelles convenables, l'évolution des paramètres mesurés en fonction du temps.
· Analyser les résultats obtenus.
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	Matériel
	Etiquette
	Quantité
	Répartition

	pipettes stériles de 10 mL
	
	20
	

	erlenmeyers de 250 mL stériles avec coton cardé
	
	16
	

	éprouvettes stériles de 250 mL 
	
	3
	

	tubes à vis stériles de bactério
	
	224
	16 fois 14

	scalpel stérile
	
	1
	

	bain marie 44°C
	
	2
	

	bain marie 37°C
	
	1
	

	glace pilée
	
	2 bacs
	

	chronomètres
	
	16
	

	yaourts goût bulgare
	
	4
	

	lait écrémé UHT
	
	3 L
	

	NaOH 0,1mol/L
	NaOH 0,1 mol/L
	4 L
	16 fl de 200 mL

	pHmètre + éléctrodes doubles
	
	5
	

	phénolphtaléine
	
	
	

	béchers plastiques de 50 mL
	
	16
	

	fioles de 100 mL
	
	
	

	filtres sans cendres
	
	1 boîte
	

	Acide trichloracétique 3 mol/L
	ATCA 3 mol/L
	500 mL
	pompe de 2 mL

	Tampon acétoacétate 0,1 mol/L pH 4,5
	Tp AcAc pH 4,5
	1 L
	8 fl de 100 mL

	sol de -galactosidase d'Aspergillus Oryzae à 0,5 g/L en tampon pH4,5
	-GAl
	50 mL
	16 tubes de 3 mL au frigo

	Tampon phosphate pH7 ; 1mol/L
	Tp phosphate pH7
	1 L
	8 fl de 100 mL

	Réactif GOD
	GOD
	1 L
	pompe de 2 mL

	cuves spectro UV volume réduit et UV volume normal
	
	
	2 boîtes

	parafilm
	
	
	

	tubes à hémolyse
	
	2 paniers
	

	lactose,1H2O étalon à 10 mmol/L
	
	1 L
	16 fl de 50 mL

	tubes colorimétrie
	
	
	

	parafilm
	
	
	

	coffret acide lactique
	SCIL ref 1254 ( 1 002 890)
	1
	

	coffret lactose-galactose
	SCIL 1213 (1002784)
	1
	

	Acide lactique étalon à 50 mg/L
	
	500 mL
	1 fl

	galactose 0,5 g/L
	gal 0,5 g/L
	100 mL  
	1 fl

	lactose1 H2O;  1 g/L
	lac 1 g/L
	100 mL  
	1fl


Disponibilité des coffrets

	Lactose Galactose
	/ binôme
	pour 16 élèves (8binômes)
	1 coffret
	nbre de poste possible

	sol1
	0,6
	4,8
	7
	10

	sol2
	0,075
	0,6
	1,7
	20

	sol3
	3
	24
	34
	10

	sol4
	0,15
	1,2
	1,7
	10

	
	
	
	
	

	Ac. lactique
	
	
	
	

	sol1
	3
	24
	34
	10

	sol2
	0,6
	4,8
	7
	20

	sol3
	0,06
	0,48
	0,7
	10

	sol4
	0,06
	0,48
	0,7
	10


