Déterminer la croissance de levures en fonction des conditions nutritives par turbidimétrie.
Auteur : JM Magniez, lycée Mariette – Boulogne sur Mer, avec l’aide du personnel de laboratoire : Annie Screve, Stéphanie Laugier, Frédéric Hardy.
· Matériel.
· Interface ESAO Jeulin avec turbidimètre et adaptateur ; logiciel Sérénis.
· Bioréacteur Jeulin.
· Pipette de 20 mL avec propipette.
· Bécher et eau distillée pour rinçage du turbidimètre ; papier essuie-tout.

· Gamme de suspensions de levures pour réaliser une courbe étalon : 

         50 g.L-1, 40 g‍‍.‍L‍-‍1‍, 20 g.L-1, 10 g.L-1, 5 g.L-1, 1 g.L-1 , 0.5 g.L-1, eau distillée.
· Résultat de mise en culture d’une suspension de levures à 5 g.L-1 pendant 3 à 4 jours à l’étuve à 25°C dans différentes conditions nutritives : glucose à 10 g.L-1 + éléments minéraux ; éléments minéraux seuls ; glucose à 10 g.L-1 seul, par exemple. Ces cultures sont placées en conditions aérobies (oxygénateur d’aquarium).
· Préparation de l’outil informatique. 

· Lancer le logiciel  SERENIS à partir de l’ATELIER SCIENTIFIQUE

· Positionner les icône  « Turbidimètre 1 » et « Turbidimètre 2 »  en ordonnée et l’icône  « Manuelle » en abscisses.

Le turbidimètre 1 effectue la mesure du % de lumière diffusée dans une direction perpendiculaire à la lumière incidente ; le turbidimètre 2 effectue la mesure du % de lumière directe transmise.

· Paramétrage.
· Cliquer sur l’icône « Manuelle » puis sur « Grandeur » afin de déclarer la variable que l’on va entrer manuellement. L’intervalle de représentation initial détermine l’échelle de l’axe des abscisses. Entrer les valeurs comme ci-dessous.
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· Etalonnage du turbidimètre.
Etalonnage et mesures doivent se faire dans un récipient opaque (bioréacteur, volets fermés) afin qu’aucune lumière parasite ne perturbe les mesures.
· Verser dans la cuve du bioréacteur 14 mL d’eau distillée.
· Mettre en place le turbidimètre
· Réglage du 100 % : Cliquer sur l’icône du turbidimètre 2 puis sur l’onglet « Mesure ». Il permet l’affichage du % lumière directe.
· Agir sur le bouton pente (gauche) de l’adaptateur pour obtenir 99.9 %.
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· Réglage du 0 % : Cliquer sur l’icône du turbidimètre 1 puis sur l’onglet « Mesure ». Il permet l’affichage du % lumière diffusée.
· Agir sur le bouton 0 de l’adaptateur pour obtenir 0 %.

· Réalisation de la courbe étalon.
Les mesures concernant les levures vont s’effectuer en % de lumière diffusée ; enlever de l’axe des ordonnées l’icône du turbidimètre 2, maintenant inutile.

· Réaliser les différentes mesures en respectant l’ordre croissant des concentrations à partir de 0 et en agitant bien chaque suspension de levures pour homogénéiser :
· Démarrer la mesure en cliquant sur le feu vert.
· Nommer la manipulation, par exemple Courbe étalon.

· Dans le rectangle au centre de l’écran, entrer manuellement la valeur de la concentration en levures puis cliquer sur « OK suivant ».

· Remplacer dans la cuve la suspension par celle de concentration supérieure et bien remettre en place le turbidimètre.

· Entrer la nouvelle concentration et cliquer sur « OK suivant ».

· A la fin, cliquer sur le feu rouge pour stopper l’acquisition.

· Afficher la courbe : Menu  Affichage  / Affichage.
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Clic droit sur le nom du graphe
Définir le type de liaison :

· cliquer sur « Liaison »

· cocher le second icône

            pour relier les points.

(voir ci-contre)

· Détermination de la concentration de cultures de levures.
· Vider et rincer la cuve, le couvercle et la sonde.
· Verser dans la cuve 14 mL de la suspension dont on veut déterminer la concentration, après avoir bien homogénéisé.
· Remettre en place le couvercle et le turbidimètre, fermer les volets.

· Cliquer sur le feu vert et sélectionner « Nouvelle acquisition ».

· Valider : OK suivant.

Le point de mesure s’affiche sur l’axe des ordonnées (voir ci-dessous).
· Dans le menu OUTIL, sélectionner POINTEUR pour déterminer la concentration de la suspension : les valeurs s’affichent sous le graphe (voir résultat ci-dessous).
· Travail des graphes à l’écran et réalisation d’un compte-rendu.
-> Voir fiche technique « guide d’utilisation du logiciel Sérénis ».
Rincer le bioréacteur et la sonde. Ranger et nettoyer  le poste de travail.

· Exemple de résultat (capture de la page écran).
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