Enseignement d’exploration en seconde
Remarques préalables
- Durée des séances : même si 3 heures est plus confortable pour organiser bon nombre de séances de TP. Cette durée me semble trop longue pour les secondes actuelles dont les capacités de mobilisation sont volatiles.

Donc, restons sur 1 heure et demi par semaine ou 2h/1h alternée d’une semaine sur l’autre (c’est mieux mais plus compliqué à mettre en œuvre administrativement)

- Le laboratoire utilisé par les secondes est souvent peu spécifique et les équipements sont prévus pour des manipulations par binôme en général. Il faut pouvoir néanmoins y installer des postes de travail où l’élève peut apprendre à manipuler en conditions aseptiques.
- Attention : les manipulations proposées ici sont simples, mais ne peuvent être réalisées d’emblé en autonomie en utilisant « les bonnes pratiques de laboratoire ». Même pour couler un gel et y faire des trous il faut que l’élève ait visualisé les gestes auparavant, quant à l’utilisation du microscope ou celle des cellules de Malassez, elle nécessite plusieurs séances d’un apprentissage progressif.

Nos outils technologiques doivent être utilisés avec rigueur sous la conduite d’un professeur compétant en Biotechnologie. Ces manipulations ne sont ni de la cuisine, ni « la main à la pâte ».
Thème de la séquence « Le Pain »
Cette séquence nécessite au moins 6 semaines mais doit être précédée de séances d’apprentissage des différents outils choisis pour cette séquence (microscope, balance, cellule de Malassez,  pipette automatique, pipette graduée). Elle peut être réalisée au dernier trimestre. Pour une utilisation plus précoce il conviendrait d’alléger particulièrement la 2ème séance ou ajouter une séance supplémentaire. 
Questionnements :
Quels sont les caractéristiques du pain ? (composition biomoléculaire, texture, digestibilité, intérêt nutritionnel)

Quels sont les composés et les conditions nécessaires à sa fabrication (matière première, levure … ?)
Comment interagissent les différents ingrédients mis en jeu ?
	Thème
	Matériel, Outils biologiques 
Produits spécifiques
	Compétences

	1ère séance (sur 2 semaines) 1h30x2 ou 2h/1h

	- Observation de l’aspect macroscopique du pain. (structure alvéolée, analogies avec d’autres produits alimentaires présentant des « bulles »)
- Observation de la  composition chimique :
 Mise en évidence de l’amidon avec l’eau iodée dans le pain, la farine et utilisation de témoins négatif et positif.


	Pipettes à usage unique ou pipettes automatiques

Tubes à essai ou à hémolyse ou verres de montre ou plaque à godets
	Analyse qualitative

- Recenser le matériel après lecture du protocole

- Observer et traduire en mots ses observations

- Interpréter en utilisant les témoins

- Présenter les résultats des observations et des interprétations dans un tableau

	- Observation microscopique de la levure de boulanger diluée après confection d’un frottis coloré au bleu de méthylène (x400 ou x1000 à l’immersion suivant progression)

- Variantes : ¤ une suspension dense de levures peut être préparée après pesée par les élèves

¤ le frottis peut être fait une semaine et observé la semaine suivante si le temps manque
	Bec Bunsen ou électrique

Anse avec oese ou pipettes Pasteur

Microscope binoculaire

Lame

S.cerevisiae
	- Réaliser un frottis fixé et coloré

- Utiliser un microscope suivant les bonnes pratiques

- Réaliser une observation microscopique

- Faire un schéma avec titre et légende conforme à l’observation

	2ème séance (sur 2 semaines) 1h30x2 ou 2h/1h

	Séance autour de la levure
A partir d’une suspension de levure de boulanger

- Culture en tube pour l’observation de la production de CO2 en milieu glucosé
(en tube à vis + cloche de Durham ou en gélose profonde type VF ou flacon avec ballon de baudruche)

- Culture en boite pour
¤ isoler et obtenir des colonies en surface
Ou (si la séquence est en fin d’année)
-  à partir d’une suspension contenant un nombre maitrisé de levures (connu par le professeur)
¤ dénombrer les levures 
 # avant culture (cellule de Malassez)

 # après culture d’un volume précis (en surface ou par incorporation).
- Observation à l’état frais de la suspension (sur lame ou en cellule de Malassez).
L’état frais peut être aussi réalisé après culture, à partir d’une colonie
	Bec Bunsen ou électrique

Anse avec oese ou pipettes Pasteur

- Ecouvillon pour isolement en surface

Billes ou râteau, si dénombrement : pipettes automatiques ou pipettes graduées 

- Boites de Pétri stériles

- Les géloses en boites (riches et glucosées) seront additionnées de chloramphénicol pour se prévenir des contaminations bactériennes
- Microscope binoculaire

- Lame, lamelle

- Cellule de Malassez si dénombrement avant culture

- Incubateur
	- Introduire les gestes spécifiques du microbiologiste : travail aseptique
- Découvrir les techniques d’ensemencement en tubes en boites, en surface, en profondeur

- Réaliser une observation microscopique de µorganismes à l’état naturel

- Comparer les observations sur frottis fixés et état frais

- Compter au microscope dans des volumes précis
- Compter des colonies sur boites

- Rendre et exploiter des résultats quantitatifs

- Comparer deux techniques de dénombrement

	Observations macroscopiques des cultures en tubes et en boites
(aspects qualitatifs et quantitatifs)

Observations microscopiques des cultures en boites (état frais ou frottis colorés au bleu, ou Gram suivant la progression)
	Ne pas ouvrir les tubes de culture contenant des milieux riches sans inhibiteur
Matériel et ou moyen de décontamination des tubes et boites de culture (par chaleur sèche et ou humide)

	- Observer les manifestations du métabolisme des µorganismes 
- Interpréter ses observations en les comparants à d’autres phénomènes naturels connus.

- Imaginer un moyen de mettre en évidence la production d’une molécule attendue et non visible (ici l’alcool)
- Faire le lien entre un individu visible qu’au microscope et  une population visible à l’œil nu.
- Découvrir la notion de clone

	3ème séance (sur 2 semaines) 1h30x2 ou 2h/1h

	Mise en fabrication du pain
(mélange, pétrissage, incubation, levée par production de gaz)

Etude des différents paramètres influençant la levée (quantité de levures, addition de sucre, température d’incubation)

Mise en cuisson (observation du début de la cuisson)
	Balance

Thermomètre

Chronomètre

Incubateur

Four « non alimentaire » destiné à la cuisson des différentes tentatives 
Machine à pain ou four réservé à une activité « cuisine » pour une dégustation éventuelle dans un cadre festif..
	- Respecter la chronologie du protocole
- Peser, mesurer la température

- Observer un phénomène au cours du temps
- Mesurer l’influence des différents paramètres sur la cinétique

	- Etude d’une enzyme l’Amylase : la partenaire incontournable du pain : 3 amylases testées et déposée dans des puits creusées dans un gel contenant de l’amidon (gélose à l’amidon). Incubation à 37° L’hydrolyse de l’amidon est révélée avec de l’eau iodée en recouvrant le gel.
- amylase du germe de blé présente naturellement dans les farines 
- amylase fongique ajoutée dans les farines de panification

- amylase salivaire pour aborder le devenir du pain dans notre organisme

(mais l’aspect nutrition-digestion n’est pas actuellement dans le programme)
	Boites de Pétri
Trompe à vide et emporte-pièce pour les trous
Pipette pasteur ou en plastique à usage unique 

Incubateur

- enzymes : maxylase (produit pharmaceutique qui servira pour les 3 enzymes)

ou amylase de germe de blé (complément alimentaire du commerce : possible mais non testé personnellement)
	- Couler des boites
- Faire des trous dans des gels en maitrisant ses gestes

- Identifier les boites et les dépôts

- Réfléchir à l’origine de la farine

- Extraire des indications pertinentes à partir de  documents relatifs à la composition de farines panifiables

	- Observation des différents pains obtenus qui ne seront pas consommés. Ils ne seront pas garantie « qualité alimentaire » un peu rassis au bout d’une semaine ou plus ! cuisson aléatoire….
- Prolongement envisagé dans un cadre festif : production de pain consommable avec prise en compte des expériences précédentes pour optimiser la recette.
	
	- Observer l’influence des différents paramètres déclinés lors de la fabrication sur l’aspect du pain

- Imaginer, étudier d’autres protocoles de fabrication en fédérant les différentes observations, les idées et apports culturels de chacun (l’utilisation des machines à pain au domicile est de plus en plus répandue) °.


A chaque séance les conditions de sécurité seront examinées : sécurité des personnes et impact sur l’environnement. 

Après culture microbienne, la décontamination des paillasses et des milieux est impérative.

On sera particulièrement attentif à la sécurité microbiologique en pensant aux risques de contaminations des milieux riches par des bactéries provenant des porteurs-sains.
